3 A Industria y Comercio .
\‘}/' SUPERINTENDENCIA

Delegatura de propiedad Industrial
Division de Nuevas Creaciones

. SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

e 0~[2 9156

s4. TITULO _“5 WU CLE
PEQ < = /o 31 -15 A SHewxoOOS
Phan LOon  YASaNM OO

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL Co3u 2i/oe AGiln ‘Jlgllo*a

71. SOLICITANTE IHC 1 Qustces OF TAL UNZuenasId OF PENNSYLVANIA.

DOMICILIO _\_Hn.ﬁn_&_LP_&L&,_m_Q_k_ﬁ_uuagLn&ﬂL &adad

Unsdos A Ovner fea .

74. APODERADO _n ;:cia  Uoveda Zicourke
~.f. 53.1\ %

22. BOGOTA, D. C., 25-9i- Loos,

(FORMA P-10}



»

\
PETITORIO
|

. Mm' : ms .“u'mrm T, e——
. :ﬂl i), M-H 1hinss Folipgs 2
Industria y Comercio LT T e
SUPERINTENDENCIA "mll!!llmmxm : MCT 4y WSy,
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENIE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL A% O L - O Q
SOLICITUD DE:
E Patente de invencion D Patente de Modelo de Utllidad
X capituio 1. ' (] capitulo 1.
@ Nombre: THE TRUSTEES OF THE IDENTIFICACION
UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA
SOLICITANTE Direccién: 3160 Chestnut Street, Sulte 200, cc. [ NnT [
(71) Philadelphia, PA 19104-6283. "cE. [ ow []
Neclonelided o Domicllio: Philadelphia,
Estedo de Penneyivania, Estados Unidos Cual
de América.
Luger de Consfitucién: Pennsylvania, Namero
Estados Unidos de América.
Teléfono: 3264270 Fax: 6088701
E-mall: jlicco@lloredacamacho.com
@ Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
ce. XK ~nt [
Direccion: Calle 72 No. 583 Piso 5°| ce. [] oo [J

REPRESENTANTE |Bogota, Colombla
O APODERADO c
Teléfono: 3284270  Fax: 6089701 ual

Numero 39.890.713 TP 53.215
E-mall: |Ilccoglloredammacho.com

Nombre: WEINER, David, B.; KUTZLER, Michele; CHOO, Andrew, K.; YANG, Joo-Sung;
BOYER, Jean, D. .
INVENTOR(ES) y
(12) Direccidn: 717 Beacon Lan3, Merion, PA 19088; 188 Penn Avenue, Souderton, PA
168064; 708 Dunleazy Placs, Lansdale, PA 19448; Room 062207, Dept Genetic
Engineering, Sungkyunkwan University, 300 Chunchun-Dong, Jangan-Ku, Suwon-Clty,
Kyunggl-Do 440-748; 215 Woodlane Avenue, Haddonfield, NJ 08033,

Naclonalidad o Domicllio: Republica de Korea y Estados Unidos de América.

@ PCT (88)
Solicitud Intemacional No. _PCT/US2004/018062 Fecha: _14/06/04
Publicacién Intemacional No._ WO 2005/000235 A3 Fecha: _08/01/05

Titulo (54) “SECUENCIAS DE ACIDO NUCLEICO CODIFICANTES Y COMPOSICIONES QUE
COMPRENDEN PEPTIDOS DE SENAL IgE Y/O IL-15 Y METODOS PARA EMPLEAR LOS MISMOS”

@ Clasificaclon Internaclonal (51) _CO7H 21/04

® prioidad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
siPJ no [] Us 13/06/03 60/478,205
us _ 13/06/03 60/478,210
Comprobante de Pago No. _05-06,176 Fecha: _19-12-05
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( ANEXOS \

@ Comprobante de pago de la tasa de preasniacion de Ia solicitud.
Documenio que acredita |a existencia y reprasentacién legal cuando el solicitente sea parsona Juridica.
Documento de Representacién Legal.

[] pocumento de cesion del inventor al solicitants o a su causants.

|:| Declaraciones

|:| Copla de la solicitud intemnacional. (Resumen, descripcidn, relvindicaclones, dibujos)

E Traduccién de la solicitud Intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaclones, dibujos)

D Copla del Reporte Preliminar intemacional sobre patentabiiidad.

[] Treduccién del Reporte Preliminer intemacional sobrs patentabllidad.
[] De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser &l caso, documento que acredie la licencla o autorizacibn de uso de conocimisnios
tradicionales de las comunidades indigenas.

[] Arte Final 12x12. ' -.ﬁ
D De ser el caso, informacion sobre ofras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relaclonados parclal o totalmente con la invenclon de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaclones efectuadas a la solicltud intemacional.

E Ofros: Reporie de Blisqueds Intsmacional con su traduccion, Publicacién con su traduccion, Opinién Escrita con su
traduccitin y Listado de Secuencias.
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RECIBG OFICIAL DE CAJA
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DEPCSITANTE TIPD PAGD BANCD CUENTA / No. PAGD FECHA P50 VYr. PABO
’
LLOREDA Y CIA 5. & COMSIGNACION  BANCO POPULAR  050-00110-b 47045863  19/12/2005 8,351,000.00
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CANT. RENTISTICO CONCEPTD TOTAL CONCEPTD
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITE3 DE SOL. DE PATENTE DE IN £43,080.00
TOTAL & $ 443,000.00

@50 CUATROCIENTUS CUARENTA Y TRES NIL PESES

RESPONSABLE : ’ab'\
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en €l contenida.

%\U\—Q/{f‘\

CIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2005-07-14-401
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES -

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pals: Estados Unidos de América ' A
Este documento publico ha sido firmado por Teresa M Dué'_ﬁ_; .
actuando como Notario Pablico '-‘-' - ::;-'.

O N~

Philadelphia, Commonwealth de Pennsylvama ':-—'-f c?
Certificado -

en Harrisburg, Pennsylvania 6. el dia 5 de julio de 2005

por- Pedro A. Cortés, Secretaric del Commonwealth de Pennsylvania

No. 200522764 ;.. - o

Sello/Estampilla 10. Firma: (lleglble) >

Sello del Secretario del Commonwealth Pedro A. Cor_té,g '

de Pennsylvania m cormzan
. ul.u-rrl -nnlm
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Certificado Notarial, documento escrito en inglés y en espafiol.: §S°%a xoTamo afnre gy om, crcuchih

(firma: llegible) 13 0ic zmirrj—‘ 5
6/29/05 o .“"‘,ﬁ £

" AABLO uenncz FiRe " -
NOTARH'” | 't
Frt g ety & .,,r.;

Commonwealth of Pennsyv

Sello Notarial }N

H Il - Teresa M Dunn, Notario P(Rjico

fy un 86flo 8960 Ciudad de Philadelphia, Condado de Philadelphia
Mi Comisién Expira el 12 de agosto de 2007
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" Legalizacién de un Poder, documento escrito en inglés y en espafiol.

(firma: ilegible)
Timothy J. Raynor
Director, Propledad Intelectual
Centro para Transferencia de Tecnologla
Universidad de Pennsylvania

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 14 .de julic de 2005,
- en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficlal,
Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUUTORA OFI0TAL
S1TE] S0 MINIUSTICEA—

ANITA ESCORAR DI TAMATO
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APOSTILLE
(Convention do La Haye du 6 octobre 1961)

1. Country : United States Of America
2. This public document has been signed by TEREEA M DUNN

3. acting In the capacity of NOTARY PUBLIC

4, bears the seal/stamp TERESA M DUNN, NOTARY PUBLIC, PHILADELPHIA COUNTY, COMMONWEALTH OF PENNSYLVANIA

Certified
5. at Hamrisburg, Pennsylvania 6. The 5th day of July, 2005
7. by Pedro A. Cortés, Secretary of the Commonwealth of Pennsyivania
8. No:200522764
9. Seal/Stamp 10. Signature

@t.éu-h C/~- Qbu.-\re'.'»

Pedro A. Cortés
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Los abajo fimados,

THE TRUSTEES OF THE UNNERSITY OF
PENNSYLVANIA, una socledad organizeda y
axstente bajo las leyes de

con domicllio en

3160 Chastnut Street. Sulte 200, Philadelphia, PA
19104.6283 US

nombramos por sl presente a ALICIA LLOREDA yio
GUSTAVO TAMAYO yvio IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domkiliados en Bogotd,
Colombla, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
§-83, plso 0., nuaestros represaniantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para reciir
notificaclones y nombrar epoderados judiciales o
eximjudiciales, con el fin da dar cumplimlento al
purigrafo 10. dal articulo 543 del decrein 410 de
1971,

Los dactoras ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYOQ yla IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o lan apadarados que cuakjulera de alics
designe, quedan especiaiments facultados para
represantarmnos anie las autoridades colomblanas,
sdministratives, |udiclales o de policis, en todos los
trimites relativos a s propledad Industrial, s cuyo
sofecto lea facullamos pera dar anta dichas
autoridades todos loa pasos necesarics al objeto
Indicado; slavar soliciiudes, declaraciones, reclamos,
recursod y preseniar doslstimlentos; formular
descripciones, snmiendas, mitar el alcence da lus
solicitudes, pressntar oposiciones y apelacionas;
Instaurar  cancelacionss, mnunclar folml o
parcialmenie a los registros, abonar todos los
impussics y cuctas y efecluar todo otro pago
determinado por la lav: rechir todos Ios documantos
y valorms, dando ' desoargo respeeiivo; llenar
cuslesquiera otros requisitos y tomnar, en fin, todas
las medidas que creyaren conducentes al resguardo
de nuestros Intereses; y en caso de producise
oposicidn, pasando los aniacedentss a los
tribunates, quedan facultados para tomar
Intervencién como demandanies o demandedos ante
los jueces que sean competantes, pudiendo transar,
someier a érbitros, desistir, parclhir y apelar, con
todes Ias demds fecuitades que resulten nacesariss,
y por al presania declaramos desde ahora viiko y
busno cuante dichos represantantes y/c los
apodarados que cualgulara de ellos nombre hicieren
en nuestro bansficio.

Asimismo, foculiomos a los doclores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYQO y/o IGNACID
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
soliciler en la Oficine de Propledad Industrial la
protocolizacién de ests documents y de cusiquier
poder qua cuaiquiera de elios olorgue = nombre
nuestro.

Dssdo y fi'mado

.- ; ti
a7 o PAULO uEﬂb-z BAR

¥ 5oL (alwebiy

The undersigned,

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF
PENNSYLVANIA, a corporation organitzed an
existing undar the laws of

domizliad at

3160 Chestnut Strest, Sulte 200, Philadeiphla, PA
10104.6283 US

haraty appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO andior IGNACIO
SANTAMARIA andlor ENRIQUE ALVAREZ, of
Bogoie, Colombia, with offices In sakd town, Calle 72
No. 5§83, Skth Floor, our Gue and legal
reprecantatives in Bogoll, with power to receive
notifications and to appoint judiclal or extrajudicial
agents, so as to comply with paragraph 10. ¢of article
543 of dacree 410 of 1871,

Deciors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially smpowered o
represant us before the administrative, judiclal or
palice authorites of Colombila, In all procesdings
portaining to Industrial property, for which purpose
wa authorize tham to take before the sakd authorites
all the necassary sieps for the salkd end; to file
peittions, declarations, claims, recoursss and
withdrewals, to dmaw up specifications; to flle
amandments, to limit the scops of applications, flle
oppositions; flle cancellations total or partially walve
registrations, to pay all Insteliments and effect al
other payments prescribed by law; to recelve proper
meceipts, to comply with all other requirements and, In
short, t> take all those measures which they mey
daem fii for the protection of our inleresls; and In
casa of oppasition, whare the proceedings ba passed
aver to the courts, we authorize sald egents fo act on
our behalf, as complainanis as well s defendants,
before the competant judges, with full powers to
make emangameénts, to submit to arbltrators, to
deslat, to collact, io appeal and, In short, with all such
further powers as may be required, and we hereby
declare from now on as valld and good all that said
represantatives and/or the agents by any one of tham
appointad may da for our banefit

Wh also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYQ andior IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protorolization of this document and of any power
of atiomey by any one of them conferred In our
name, before the Office of Industrial Propcrty.

S BOGOTA, A
m..ln con ta o
rmo{:ﬁ:ﬁrmn a \:: WISTA |

RIO("'

o morr -
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Estadoa Unidos de América
Estsdo de Pennsylvangs

oy Toda Junta” 378, 2005, comparace

Timothy J. Raynor , squienconoxcoy
da quien me consia que firné el antarior documento,
y quian debidaments juramentado declaré y d

us
é¢1es Diractor, propicdad Intel':&:unl

- de THE TRUSTEES OF
THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA,
la compaiiia nombreda en & documenic que
antacads, una socladed debldaments organtzada y
exisiante conforme a las leyes del Estado do
. Eatados Unidos de Amérkca, domicllada en la
cudad de
Philadelphla, Estiado de Phlladeiphla, Estados
Unidos de América, legalments constiulda para un
periodo de duracién que adn no ha terminsdo, que
9 su 0 social; ionforme alks | del
El::;o d.bm??ennsj vania oyes

, Estados Unidos do América;
que ol declarante estd autorizado por diche
Compafila para conferir este poder; que el sello
oeslampado por él al ple de 1al poder, sn nombre y en
representacién de (s expresada Compafis, es el
sello oficial de ells; y qua el obieto para el cusl se
confisre aste instrumento estd comprendido dentro
del da la socledad.
El suscto Notario ha visto los Esteiuios de
Incorporacidn fimados en .
Estado de , con fecha v ¥
ceriifica que de conformidad con la leghalacion de
dicho Estado la anterior declaraclén Juramentada es
prueba suficiente de que los hechos sobre que ella
vomsondarh?onldldaml.dobwaldlh.

Notary Public (Notarly iblico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Unitad Staiee of America

Stata of M 8

County of Phl\p, \A

Onthis 24 dayof “(UNZ- , 2006,

pamonally
came A{moNny 3. taynof .
o ma known, and known to me to be the person who
sighed tha foregoing Instrument, who being by me
duly swom did depose and say that he [s the

of THE TRUSTEES OF
THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA, the
company named within, a Corporation organized and
oxisting under the laws of the Swie of
,Unitad States of America, domiclied at the Clty of
Philadeiphia, State of Philadelphla, United States of
‘Amorica, legelly constituted for a period of tenure not
yeat expired, which exarclses lts corporate purposss
secording to the lews of the State of .
Unltad States of America; that the deponent Is .
authorizad by sald Company to confer this power of
attomey; (hat tha ssal affixed hersunta by the
depanent in the name and on behalf of sald
Corporation is the corporate seal thereof, and that
the purpose for which this Instrument Is grantad is

- inchided within the corpomts purposes of the

Company.
The undersigned Notary Public has seen the sriicies

G2 Sam ot S iniar dam ot

, and hereby
cerifies that under the laws of saki Staits the
foregoing acknowledgment is sufficient proof that the
facts tharein contained are true, which he atiests.







TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

, PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

. . . e : PARA FUTURAS ver Notificacién 6 Transmisién del Reporte de Blsqueda hitemnacional
%Wm del solictants o ACCIONES  (Forma PCT/ISA/220) asi como, donda aplique, ol ftem 5 & continuacién,
Solicitud intemacional No. Fecha de regisiro internacionu! (dla/was/nio) Fecha de Prioridad (Primers) (dla/mes/aio)

PCT/US04/18962 Junio 14 de 2004 (14.06.2004) Junio 13 de 2003 {13.06.2003)
Solicitante

THE TRSUTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

Este Reporte de Bisgueda Intemnacional ha sido prepamdo por esta Autoridsd Je Biisqueds Internacional y es transmitido al solicitante
Segin el Articulo 18. Una copia serl transmitida a la Oficina Internacional.

Este de Blaqueda Internacional consts de un total de_d_hojas.
También esth scompafiado de una copis de cads documento técnica anterior citado en eato reporte.

|. Bases del reporte

&. Respecto al lenguaje, In bisqueda internacional se llevd g cabo segin L. solicited intemacional en ¢! lenguaje en ¢l cual ss presentd,
2 menay que e indique de otro modo e este {tem.

[] s basqueda imernacional se lievs a cabo segin Ia traduccién de Ia solicitud internacional proparcionada » esta
Autoridad (Regla 23.1(5).

b.[| Respecto o una secucncia de dicido nuclebtido y/o amine revelads en s soticitod intemacional, ver Casilla No. 1.

2. E Clertas relvindicaciones no pudieron localtzarse (Ver Casilla ).

3. [ Faitn unidad de tnvencién (ver Casilla IiD).

DX B texto es aprobado segin 1o presenta of solicitante.
Esta Autoridad ha establecido que el texto se lca asi:

5. Raspecto al resumen,

X & wxo e sprobado segin 1o prescnta ef salicitante.
Esta Autoridad ha establecido el texto de scuerdo con la Nonma 38.2(b), segén aparece en el Recusdro T1IL  El solicitante puede, un
mes después de la fecha de haber enviado par correo este reporte de bilsqueda internacional, presentar comentarios s esta Autoridad.

6. Respecto a los dibujos,
o La figura do loa dibajes que se publicar con el resumnen es Ia Figura Ne.

[} como lo sugiria el solicitante.
porque el solicitante no sugirid una figure.
porque esta figura carecteriza mejor a la invencidn.

b.g Ninguna de las figurss se publicani con cf resumen.

Forma FCI/1SA’210 (primera hoje) (Haero 2004)

Toles 10y 41 4‘%%::

Co



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL | Sperrrienacces s

Casllla II Observaciones donde clertas relvindicaclones fueron (nescrutables (Continuacién del Item 2 de
1a primera hoja)

Este reporte de biisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)») por las siguicntes razones:
1. [] Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

2. X Reivindicaciones Nos.: 35y 36
porque se relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede lievar a cabo una biisqueda internacional significativa,
especificamente:
Las reivindicaciones 35 y 36 dependen de laz reivindicaciones 58 6 60 y las reivindicaciones 59, 62 o
64-67, respectivamente. Las reivindicaciones 58-60, 62 y 64-67 no fueron presentadas con esta
solicitud.

3. @ Reivindiaciones Nos: 5, 6, 8, 12-24, 28, 34-36 y 4146
porque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con la segunda y tercern
| oraciéndela Regla 6.4(a),

Caigllla ITI Observaciones donde falta unidad de Invenclén (Continuacién del Item 3 de Is primera hoja)

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones miiltiples en esta solicitud internacional, asi:

. D Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fueron pagados opertunamente por
cl solicitante, este informe de bdaqueda internacicnal cubre todas las reivindicaciones investigables.

=

2, D Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicitd pago de derechos adicionales.

3 D Puesto que sélo algunos de los derechos de bisqusda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de bisqueda internacionel cubre iinicamente aquellas reivindicaciones para
las cunles se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4. [] El solicitants no pagé oportunamente los derechos de biisqueda adicionales requeridos. Por
consiguicnte, este informe de biisqueda internacional se restringe B la primem invencién mencionada
en las reivindicaciones; estl cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta EI Los derechos de bisqueda adicionales estuvieron acompadados per la
protesta del solicitante.

E] El pago de los derechoe de hisqueda adicionales no estuvo acompafiado por

una protestia.

Forma PCT ISA 210 (contimmeidn do primem pigina (2)) (Enaro 2004)
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Solicitud Intemacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US04/18962

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC(7) : CO7H 21/04; AGIK 48/00; CO7TK 14/00, 14/52
USCL : 536/23.1, 23.4; 514/44; 530350, 351

Segin Ia Clasificacidn de Patentes Internacional (CPI) o segiin la clasificacion nacioal y s CPl

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacidn minima buscada (sisterna de clasificacién seguido de simbolos de cl.llil-iu:ih)
U.S.: 536/23.1, 23.4; 514/44; 5307350, 351

Documentacién buscads fuera de documentacién minima hasta donde dichos documeniag se incluyan en los campos buscados

_Bn:dedlwlele:uhiuemmltldldunnullbﬁqudlhmhnﬂ(nmh:dehbud-duy.hﬂnnptﬂeqhnlﬁninuuﬂu)
par faver ver la continuacidn de ls pdgina

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

.Chllﬂl'll ® | Citacién de documentn, con indicacién, donde ses apropiado, de los textos relevantzs Relevants @ la reivindicacion No.
X US 200200123099 Al (WEINER et al.) 5 de Septiembre de 2002 (5.9 2002), ver el documento completo 38-40,48, 49-53
Y 1-4, 25, 26, 27, 37, 47
Y RUCKERT et al. 11-15-1gG2b fusion protein accelerantes and enhances a TH2 but not a Thl 1-4,7,25,26,27,29,
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mmhmaxsthmmhmwﬂummwmw
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Applicant '

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLV.

L ok

b
This international search repart has been prepered by this International Searching Autharity and is transmitted to the
applicant according 1o Article 18. A copy is being tranamitied to the Internationa] Burean,
This imternationa] scarch report consists of a total of 5( sheets.
It is aleo accompenied by a copy of each prior art documment cited in this report.

1. Basls of the Report
a  With regurd to the lungange, the intemational search was carried ot on the besis of the interaational spplication i the
hngﬁiu which it was filod, unless otherwiso indicated nnder this itom.

The international soarch was carried out an the basia of s translation of the intomational applicstion
fumished  tothis Authority (Rule 23.1(b)). .
b.D With rogard to any mucleotide and/or smine scid sequence disclosod in the intemstional application, sov Bax No. L
2 E Certain daims were found unsearchabls (Ses Box No. IT}

. D Unity of invention is lncking (Soe Box No. IIl)
4.  With regard to the tite,

the text is approved as submitted by the applicant.
the text has boan extablished by this Authority to read as follows:

. 5. With regand to the shetract,
- the text is approved as submitied by tho applicant.
tho text has been ostablished, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appeass in Box No. IV. The applicant
may, within ane month from the date of mailing of this internationsl scarch report, submit conments to this Anthority.
6. With regard to the drawings,
a the of the drawings to be published with the abstract is Figore No. ______
ax suggested by tho applicant.
as solectod by this Antharity, because the applicant failnd to suggest a figure.
as selecied by this Antharity, bocause this fignre better characterizes the inveation.
b. M nene of the fisures is 1o be publishod with the sbetract.

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (January 2004)
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BoxNo.II  Observations where certsin claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

O

d This intemational soarch report has not boen established in respect of cartein claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

Claims Noa.:
beosuse thoy relsts 1 sobjoct matter not required to be searched by this Acthority, namaly:

Claims Noa: 35 and 36

bocsuse thoy raate 1o parts of the intematianal application thet do nct comply with the preseribed requirements to such
s uxtent that no meaningful internstionsl search can be camried out, specifically:

Claims 35 end 36 depend on dlaims 58 or 60 and claims 59,62 or 64-67, respectivaly. Claims 38-60, 62 and 64-67 were
not filed with this spplication.

Claims Noa.: 5,6,8,12-24,28,34-36 and 41-46
becsuse they are dependent claims end aro not drafied in accordance “¥ith the sccond and third sentences of Rule 6.4(s).

BoxNo. Il Observatluns where unity of invention 5 Incking (Continuation of item 3 of first sheet)

. This lnternational Searching Antherity found mmltiple inventions in this internationa! application, as follows:

ood

« [

As all mquired additional search foes were timely paid by the applicant, this intemational search repart covers all
soarchable claims.

Az all sonrchabla claims could b scarched withaat effort justifying an additional foc, this Authority did not favite
payment of any additional fee,

As ouly somo of the required sdditional scarch fees wero timaly paid by the applicant, this internatianal search repart
oovars anly thoss claims for which foos wore paid, specifically daims Nos.:

No roquired additional search feas were timaly paid by the spplicant Consequently, this intornational search report is
restricted to the invention first mentioned in the claim; it is covered by daims Noa,:

Remark an Protest D The sdditional search fees ware sccompanied by the applicant™s protest

No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/I8A/210 (continustion of first sheet(2)) (January 2004)
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mg:h:hhpt.nh:m
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sequency in the eeombinant expression system for protein
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Fig. 3 Immunoprecipitation of Radiolabeled
In Vitro Translated Proteins
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US 2002/0123099 Al

HIGHLY EXPRESSIBLE GENES

CROSS-REFERENCE TO RELATED
APPLICATIONS

[0001] This application claims priority to U.S, Provisional
Patont Application Ser. No. 60y237,885, flled Oct. 4, 2000,
which is incorporated berein by reference.

FIELD OF THE INVENTION

[0002] The preseni invention relstes geneaally o the flekds
of gene expression, g henapy, and geostle imavanizstion.

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0003] Ths expression of a protein gene product is infiu-
enced by many [aclom, including gene copy mrmber, gene
integration afts or gene Jocation in the penome, transctiption
factors, mRNA slability, and trensletion efficiency. For
szumple, the expression of the human imamunodeficieocy
virus-1 (HIV-1) structural genes gag, pol, and env is depen-
denl oo e Rov/Rev-responsive clement (RRE) at & post-
transcriptional lovel. Thia depondency on Rev Is a Hmiting
factor for gene expression. In addition, highly siable RNA
secondary structures that form in various regions of the HIV
RNA franscript can block or olherwise interfere with ribo-
som¢ movement, and thus sffectively limit tranalation. For-

mﬂono!MhRNAmlhmuinmhm-'

scripta s s gomonl plenomonon that can limit ihe
tranalational yield of many protein geno products for & wide
varicty of genes. * -

[0004] Kim et al, 1997, Qens, 199:203-301, which is
incocparated berein by reforence, optimized expression of
buman erythropelelin (EPO) in mammallan cells by altering
the codons encoding fhe lsader sequence and the first 6
amino acids of tho mature BEPO peotein for the most preva-
lenily used yeast codons, and changing the codona encoding
the rest of the EPO prolein for the most prevaleatly used
bumaz eodona.

[0005] U.S. Pat. Nos. US 5,972, 596 and 5,965,726 (Pav-
lakis et al), which we incorpomted barsin by relcrence,
describe methods of localing an  inhibitory/instabiity
sequence or sequeaces (INS: oces thal render an
mRNA upstsble or poorly utillzadAranslated) within the
coding region of an mRNA and madifying the gens sucod-
ing the mRNA o rmove the inhibitory/mstability
sequences with clustered nuclsotide substitutions.

[0006) There ia s nead for new metbods of expressing
proteins and methods of increasing the level of protein
expremsing of therapeutic and Immunogenis iransgenes,
There is a need for methods of increasing the tranalation]
yieMda of any prolein gene producl. Thare is a need for
methods of ovorcoming the limitations imposed by RNA
secondary siruciure in RNA trapscripts wpon the ultimate
Iswvel of protein expression of any gene. The present inven-
tion s direcied o addreming (hege and other needs.

SUMMARY OF THE INVENTION

‘The prescot invention provides methods of produc-
ing protein in a recambinant expression systsm that com-
prisca tranalation of mRNA transcribed from » beterologous
DNA sequence in the expression system, said method com-
puising the steps of predicting the secondary stmcture of

Sep. 5, 2002

mRNA transcribed from a pative beterologons DNA
soquence; modifying the native beterologous DNA saquoace
to produco a modifisd betsrologous DNA sequonce wherein
mRNA transcribed from the modified beterologous DNA
sequene bas a socondary structare having increased free
soeryy compared to that of the secondary structure of the
mRNA iranscribed from the pative beterologous DNA

scquonce; and uaing the modified beiorologous DNA
mhmmbmmwmmm
prodociion. The recombinant expresion systam may be 3
cell fres in vitro transcription and trepalation system, an in
vilro cell expeession system, 8 DNA capstruct used fo direct
DNA injection, or » ecombinant vector for dalivery of DNA
% so individuael. The secondary structore of the mRNA

moleculs that includes a modified coding sequence snooding
2 protain opersbly linked to regulstory sbsments, whorcin
the maclifted ssquence s higher AT or AU
enlmtwlslmblbﬁl‘orltumdhmm

viral vectors

includes & modified a4 protein
operably linksd to regulatory elentemts, wherein the modi-
fied a higher AT or AU coalent

nqmsnfﬂnmﬂde\ﬁm(\vﬂ'\f)wﬂdlmupﬂ
(WNVChu and

(Cp) proteln (WNVC) with constructs
WVCy")mnrllﬂedqnthhﬁofRNAamﬂuylne-

region of the WNVC, the leadw soquonces and the eodons
for amino acids 2-6 of the WNVC were modified with yeast
(WNVCy) or buman (WNVCha) optimized codons. How-
over, thy remaining portion of the coding sequence for the
WNYV capaid prolaln, in both consiructs, was modifled with
buman optimized codons. Presented are 1) he wild type
mxcleotide sequence the slgE leader sequence (4.
sigBorf} (SEQ ID NQO: 1), 2) the smino acid sequencs of ths
sigP leader appearing ahove the nucleolide
sequence) (SEQ ID NO:1), 3) the smino acid sequence for
ibe WNV capsid prolein (mirmus the initisl mellioning) (SEQ
IDNOS).lnd4)lhemdthnnqnmoﬂhllglih
WNYV capsid protein encoding sequence of the WNVCi
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. The first lmo on the lelt
contains molecular weight markem. The armow indicates the
position of the main capsid proisin product. The proteins,
which are fusions with polyhistidine C-terminal tags, wers
[mommoprecipitaled using an anti-His antibody.

0013] FIG. 4 preseats the flow gylomeiry analysis of
intrucallnlar IPN-y oxpression in i vitro stimulaied splano-
oytes from DNA immunized mice. Values presented ar the
parcantage dual positve cells, In the upper pancls, the cells
were stained for INF-y and CD44; in the lower panals the
calls were stainad for CD4 and INF-y. The lsbeling across

3
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:
:
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| e |

(pcDNA3J.1), pWNVE-DIY (pWNVCh), and pWNVy-IIY
(pPWNVCy). “No Ag” indicates that the splenocytes wore
incubated with an i vito tramiation control (dworbed in
Exampls 2), “protein” indicates Lhat the splenocytes were
Incubated with in vitro translated Cp protein product from
the pWNVy-DJY exprossion consiruct,

[0014] FIG. S prescots the MulFold prodicted RNA sec-
ondary stracture with froe energy values based upon energy
minimization for the first 200 gucleotides of the wild type
mRNA for to (e HIV-1 pol gene (polwi200m) and for the
fim 200 mucleotiles of an mRNA for HIV-1 pal gene
ineluding a 5° anquence encoding the IgE leader scquence
with codons less prevalently used in humsns (yeast opii-
mizsd) (slgy+polwt). As shown, “T™ represonts “U™ in the
RNA strand,

[0015] FIG. 6 prescnis the MullFold predicied
structure of the mRNA for the HIV-1 pol structural gene.

[0016] FIG. 7 presants the MulFold predicied sccondary
siructure for the mRNA for the HIV-1 pol structural gene
after tha 200 oucleotide region of the sequence from oucle-
otide 1738 throngh nucleotids 1938 has been altored to
contafn codans that are leas provaleatly utilized fn bumens
{yeasl optimized codons).

[017] FG. B prescots the MulFold predicted sscondary
sruclure and ovenll free coergy value for the fist 200
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anolootides of the mRNA for the HIV-1 pol geas containing
luman o codons (HIV-1 Pol Im), and for the mRNA
for the HIV-1 pal gene containing codons less

utilized in bumans (yoast optimised codons) (HIV-1 Pol y1).
Aa shown, “T” represents “U™ in tho RNA stnds.

the HIV-1 gag siractural pene allered with

that an In the free oumgy
(xkcal) of an RNA transcript will vesult in increased expres-
ajon of the protein (bt it encodes. In ombodi-
megis, yu increase in the free anergy (ddecal) within & 200
bam sogmant of an ANA trapscript will result in incroased
expragsion of the protein thal it oncodes. The segment is
proberably of e 5 ond, usually including the initiation
cadon, In some embodiments, the scgment is proferably 200
bases, 150 bates, or 100 bases. The secondary structure of an
RNA malecule is the collection of bass pairs that occur in it
threc-dimensional smeture. The secondary structore of o
given RNA molecule can be predicted and such
sceondary siructure will have an asaigned ovenll fres
enargy value. It has been discovered that sltorstions 1o the
primary of sn RNA transcript that resull in sn
increase to the minimum predicted

[0422] overall free energy for s predicted secomdary struc-
fure for (hat RNA, or that increass the minimam predicted
free enorgy for & piedicied secondary structure for regions of
that RNA, will promots increased expression of the prolein
encoded by thal RNA transoript. This sirategy for the
optimization of protein expression applies to any situation
where cxpression Is desired, including, but not limited to: in
vivo, including, but pot limited to, DNA vaccines, Live
vaccines, gene therapeutics, and tranagenes; in vitro, Includ-
ing, but oot limiled to, recombinant maoufacturing proce-
dures using soch systems as prokaryotic and eularyotic
{mammal, {osect, and yeast) cells in colirs; ex vivo, inched-
ing, but not limited to, systema where colls receive axpres-
sion coustructs and are implanted intlo recipient organisms;
and any other cxpression syslemn where it is dosinble 1o
cxpreas a gene of intorest or increase the expression of »
geae.
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[0023] One sapect of the invention is to genorats sn RNA
exxcnding a proiein that promotes cfficient cxpression of that
protein or that leads 1o incroased lavels of exprossion of the
prolein. Alkerations to the sequencs of the DNA encoding the
RNA that lead to an incrosss in the minimum overll fres
snergy for the predicied secondary strecture of that RNA, or
that incroase the minimmum free energy for the predicted
secomdary structure of ono or moro rogions of that RNA
promote cfficiont and/or increased expression of the encoded
protain.

[0024] Increases io the froe encngy of the secondary struo-
ture of sn RNA can be maniiored by amalyzing various
alisred versions of s sequence with s program Hks MFOLD,
which calculates mmd predicty the most stable structnre for an
input soquence based upon eneryy minimivetion. MFOLD is
computer saftware designed by Zoker, Jacger, and <ol
m(mm.lm.mnmmmpumhmm
of un RNA maolecule, Science, 244:48-52, and Jacger <t al.,
1989, Improved predictions of secomlary structures for
RNA, Proc. Nall. Acad, Sci. USA, 865:7706-7710, each of
which s incorporatad berein by raference) that is wsed for
the prediciion of RNA secondary siructure by freo energy
minimization, nsing encrgy rlss developed by Torner and
colleagues (suo Fnurolll 1986, Proo. Nall. Acad. Soi.
USA, 83:9373-9377, which i {corporated horein by refer-
euce), MulFold is the Macintosh version of MFOLD. Loop-
Dioop is & secondary struciure drawing program. The most
stable structure will be the one with a minismum ovenall free
¢ncigy. The more negative the valus of the fres cocrgy for
the structure, the more stable. Alterations o the sequence of
the RNA that are predictod to result in a secondary struciure
having an oversll higher freo energy valne, are destabilizing
alteratinns which resalt in loss stsble RNA secondary stroc-
turw and which promets cificlent translation of the RNA and
an incroase in protein expression.

{o0as) Thpnehuofﬂnmnllnwnuonmllemphy.
voless otherwise indicated, conventional methods of viral-
ogy, imnmnology, microbinlogy, molecular biology, and
recombinant DNA techniques within the skill of the art
Such tnchniques are explained fully in ths Leratums. Ses,
».g., Sambrook st al., ode., Molsenlar Cloning: A Laboratory
Magmal (3™ ed.) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (2001); Ausubel et al, cds., Current
Protocals in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New
York, N.Y. (2001); Glover & Humnes, eds., DNA Cloning 3:
A Practical Appmoach, Vols. ], I, & M1, IRL Press, Oxford
(1995}, Colowick & Kaplan, sds., Methads in Enzymology,
Acadcmic Press; Weir et al, eds., Handbook of Bxperimen-
taJ Imnmaology, 5 ed, Blu.hw:llSmﬂﬂcMhﬂm:n.
Lid,, Edinburgh, (1997); Ficlds, Knipe, & Howloy, ods.,
Fhﬂl\ﬂmloy@“d)\bh.l&nuwm“lmm&
Wilking Pubs. (1996); Flint, et al,, eds,, Principles of Virol-
ogy: Malecular Bbhly,l’am:i.md&nml.nsu
Prom, (1599); Coligan et al,, ois, Current Protocols in
Imymmology, lobn Wilsy & Sons, New York, N.Y. (2001),
each of which is incorporated herein by refercnce.

[0026] Varions definitions are made throughout this docu-
ment. Most wonds bave the meaning that would be attributed
1o those words by one skilled in the irt. Words specifically
defined slther below or elxewhere in this document bave the
meaning provided in the context of the present invenlion as
» whols and as lypically understood by those skilled in lhe
ar,

Sep. 5, 2002

[0827] As used herein, the term “recombinant expression
systemy™ rafiers to any macleic scid based spproach or systsm
for tho expression of & gene product or gene products of
miorest, that has been astificially organized (men mads) of
components directed toward the expromsion of the geoe
product or products. The components may be of

occwrring gedelio sources, synthetic or artificial, or acms
combination of natursl and artificial gonetic olomonts. Oen-
ewhvumwlmmﬁhum
Examplea of recomlyinant exprassion systems includs, but
are not limited to, a cell free in vitro transcription and
tranalation system; m in vitro cell expression system; a
Dmmmdhdmmdmﬁlm
binmt veotor for delivery of DNA o an individusl

[0028] As used hersin, the term “heterologous DNA
sequeaces™ refors to deoxyribonuclelc acid based sequences
Mmmlmmﬂmmhnmpb.l_nlm

noo-natoral or foweign cell. “Heterologous DNA sequsnece®
rofers 1o any DNA sequence that Is foraign or nol natunally
muummmmommmbmuh
umociated or linked (openbly or otherwise), or & DNA
sequence thal is not amociated with the call or
organism info which it is introduced, An exumple of a
humlcmuDNAnqumummlhuudforﬂn

in & host cell or organism. A beteralogous DNA saquence
can alsc be & part of a veetor or expression construct having
pﬂnmnmhwdbrdlmh;ﬂnemuh
geoo prochuct, sach as a proiedn, palypeptide, or poptide, in
nhutunmvivnurmnno.urhnunﬁulnvlm
expression system.
{0029] As used herain, the term "native hatorologous DNA
scquencs”™ refors o a betarologous DNA sequance that,
alihough positioned in a non-natursl context, has & micle-
olide scquence that is not modified or altsred from the
sequance il has in ite natorel contexi. For example, & viral
gons may be mesried inlo a recombinant expression con-
struct, such that the vinl gens is 3 belemiogous DNA
sequescs with respact to olher sequances ip the construct,
bt without introduction of any changes 1o the modvotde
scquenc: of the viral gene. In this example, a5 a mative
heterologous DNA scquence, tho viral gens has the mative
mucleotide sequonce 83 would be found in fis natural context
willinﬂumomoflhvhn.bulhvinlmm
B beterulopous with respect to its now eonlax!. A native
hsterologous DNA sequence can also be any DNA sequence
that is considered to be the reference or siarting version of
& DNA pequence, fram which s modified (non-native) ver-
sjon of the DNA sosquonce, conlaining slicrations io the
nucleic ucid sequence may be prepared A native hetarolo-
gous DNA soquencs can also be composed of muliiple
native DNA sequences that are unalicred in sequence from
that which is fonnd in natare, bul that are not natorally fund
together. An oxamgple of sech & pative beterologous DNA
saqusncu composed of maltiple sative DNA scquences is a
fusion gens compased of native gonetic scquence from two
different yenes.

(0830] As ussd herein, the term “modified
DNA sipance” refors to a beterologows DNA sequence that

is oot only positioned in a non-natural context, bul also bas
a nucleolide sequence that iz modified or altased from the
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soquances o the comtrmct, md fariber, will bave a meclo-
olids stquence thal is modified or altered and nol the native
nuclectide sequence as found in its natural conteort within
the geacmio of the virus,

[0031] Asused herein, the lerm “increased free snorgy” In
reforence o RNA secondary structure, refers 10 an increass
in the fres encrgy valne for an RNA secondary stetore.
Free energy values that sre more negsiive are lawer than
valuss that are less negative.

[0032] As used herein, the term “modified coding
soquence” refers Lo & muclelc acid scguence (DNA- or
RNA-bascd), that cocodes & gens pmduct, protein, polypep-
tide, or peptide, aod that has been modifisd or aliered from
the native or natwmlly-occurring ending sequence for that
mmm.pgmﬂb,ummmm;

one gonetic sourcs, for cxample, the coding sequence may
be a faaion gens encading & fusion protoin having s leader
sequence from a geme for ono proioin and the mmaining
sequence fram & gene for snother protein, brought ingether
as one bybrid coding scquence, that Is non-pataral. In the
case of such sn example of a coding saquence comprised of
sequences from more than one geastic sowrce, “modified
coding sequence” indicates that any modification is relative
{o tho pative or nalarally-oeenrring coding sequence for the
respective scparsis segquences.

[0033] .As nscd berein, the tsnn “native coding sequence™
refers to o mclsls acid sequence (DNA- or RNA-basad), that
encodes & gooe product, protein, polypeptide, or peptide, and
that has vot besa modified or altered from the native or
naturally-occurring coding sequence for thal geos produc,
potoin, polypeptide, or peptids. If the coding sequance
sncodes a fasion protein, the component parts bave not been
modified or altered from the native or naturally-occurring
coding scquence for thoss component parts.

[0834] Asused heroin, tho term “higher AT or AL content™
refors io modifications to a coding sequence which render it
a “modified coding sequence” such that if it is DNA-based
llhunlﬂ.hermhﬂmd‘ndnlmudlhymldlm
mmmmummmmm
if it is RNA-baged it han a higher concentration of adonine
and uridine residucs than the carresponding nalive coding
sequence.

[003S] As used horein, the term “tho first 20O bases™ in
reference to & modified coding sequence (hat haa been
modified relative to the native coding , refoms to the
fizst 200 contiguous mucleotide bases from the 5 end of the
-rup_ud!umdi.mm.

[0035] As waed bemin, the lerm “the first 150 bases”™ in
reference to 8 modified coding sequence that bes been
medificd relative 1o the native coding , o o the
Grst 150 contiguous nuclsotide bases from the 5 end of the
respective coding soquence,

[0037] As used herwin, the term “the it 100 bases” In
reference lo a modified coding snquence that hes bean
mexified relstive to the native coding sequence, refors io the
mnlmwunwhdibbmﬁnmhﬂmdoﬂh
respeciive coding sequence.
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[0038] As used hemin, the term “the last 200 bases™ in
roforence o & modificd coding ssquence thet has been
modified rulative to the native coding mofirs to the
Iaat 200 contignons nuclsotide bases from the 3' end of the
tespective coding sequence.

{0039] As umad heredn, the torm “the Iast 150 bases™ in
raferencs to a modified coding sequence that has beea
modificd rolative to the native coding sequence, rofers o the
Last 150 contignous micleotide bases from the 3' eod of the
respective coding sequence.

[9046) As usd heroin, tho form “ihe last 100 bases” in

last 100 contigeons mckeotide bases from the ¥ end of the
respective coding sequencs, .
[0041] As mscd herein, the term “region of up to 200 bases
in length” i reference to & coding sequance, refers to a
region of up to 200 contiguous mucleotide bases of the
coding soquence. The reglon msy be anywiero within the
coding sequencs.
E’Dﬂ] Anlldhﬂh.!hlem"ngmdnpmlmm
length" in reforence b a coding sequence, refers to &
rogion of up to 150 coutignous muclectide bases of the
coding nequance. The region may be mnywhare within the
coding nequence. .
[0043] As used heruln, the term “region of up to 100 bases
In length” in mlcrence o & coding sequence, refecs to a
region of up o 100 cootiguous oucleotide buses of the
coding sequance. The region may be anywhero within the
coding sequsnce.
[0044] Mnudhmn,ﬂulem"dlqnudmdiﬂuw
rafers 1o any combinstion of st least two regions of con-
tiguous sucleolide bases that are modified to have a higher
AT or AU cantent relative o ho natjve coding ssquence in
the reaprctive regicns, and that are dispersed throughout (he
sequenes such that regions of modified coding scquences
will ahernats with regions of native coding sequence. By
way of non-limiting u:mph. 1 madified coding soquence
my cortain altersating regions of modificetions, wherein
the first 200 contignons bhses of the coding sequence have
8 highar AT or AU conient relative o the native coding
soquency, the naxt 200 bases of the coding sequence are
noo-modificd relative to the pative coding sequence, and the
subscquunt 200 contignons bass region is modifisd 1o bave
a higher AT or AU conient relative 10 the native coding
squnncy. The sizs of be modified regions may be of any
length, and is prefersbly200, 150, or 100 bases in leagth.
‘The sizs of non-modified regions will b of variable langth
deponding on the positioning of the modificd regions. In
preformed embodiments the dispersed modifications com-
priss aliernaling reglons of modifisd and native coding
sequence over the entire.coding » where the size of
cach alternating region s prefersbly 200 or 150 or 100 bases
mhngill.

[0045] As used herein, “injectabls pharmacculical corn-
pasition” refers to pharmaceutically acceplable compos!-
tons for use in paliemis that arc sterile, , and
casentially fres of any particulates or particulate matter. See,
Remington’s Pharmaecastical Sciowes, 18, Bd, Gemaro,
ed, Mack Publishing Co., Hasign, Fa., 1990 and US.P, the

stndands of the U.S. Hnrmmpeu. which lmﬂn‘punled
berein by reference.
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[IIM‘] Az nand hereln, “pharmacoutically accoptable oxr-
hdnd-mye!mlhlhmilnlfldul

For oxampls, & “pharmacentically carriar” should
oot induces the of antibodics harmfal w0 the
reciplenl. Sultable camiers”

[0049]) As used hercin, the phrase “immunogenic fragment
theroof™ in roference 1o m immunogen, refsts 1o fragments
nﬂﬂsthnthufnllbulhntthmmmnmmwhﬂ

[0051] As ussd herein, the term “sutojmmune discaso
smacisted proteins™ refers L6 any proteine, polypeptides, or
poptides, und the like, thal are associsled with and/or scrve
as markers for cells fovolved in and/or responsiblo for an
sulphmmone discase.

[M] As ussd heroin, the term “non-immmnogenic thers-
pnh:muhln’ububﬂd:mpdmﬂuld
nmmnmumlmwummmdvm
discasos and disorders, and to which an immmne respoase is
not deaired and/or not expected upan their introduction into
Ihobodyorlmpkmorgmpmm,wmdhldudm
nnedutmdﬂhmpyortmﬁmnl.hmphot on-
impmmogenic therapentic proteims®™ are protelns that are
mmwhhwmmmumlnmhdhhnuhwh;n
pudcdlhﬂmﬂnmmendnmlhpmm
Bxamples of “non: therapoutic proteins”
mcllde,bnunnoll.lmludm.eylohnu growth factors,
blood products, and enzymes.

[0053] As used heroln, the term “recombinant viral vec-
tar® refors to & construct, based upon the genome of & virs,
that can be used as a vehicle for the delivery of nuclsic acids
encoding protcios, polypeptides, or peptides of interest,
Recombinant vinal vectors are well known in the art and arc
widely reponied. Recombinant viral vectons include, bt are
pot limited (o, retrovinl vectors, admovires vectors, and

Sep. 5, 2002

steno-amochied virna vectors, which are propured using
mthndlndndllmmhrhh.

[ﬂﬂ] Aa used heredn, the lerm “genetic constroce” refers
to the DNA or RNA molkcules that comprise & nucleotide
soquem>» which encodes a target prolein or imnmomods-
Iating protein. The coding scquoncs incledes initistion and
isrminntion signals opembly linked 1o regulstory olemonts
including a promoter aad palyadenylation aignal capabls of
directing expression in the cells of the individual to whom
the nucleic acid moleculs is adminintered,

[0055] As uscd herein, (he teym “axprossible form™ refers
1o gene constracts which contain the necessary rogulatory
alsean s oporably Linked io & coding ssquence ihat socodes
awwammmmdulum;mﬂn.nﬂM

when jwesent in the call of the individual, the coding
sequence will be cxpressed.

[00S6) Asnaed herein, the term "shacing an epitope” rofecs
fo probsine which compriss ai lsast one epitope tat s
identice] 10 or substantially similer 10 an epitope of another
protsin.

[0857] Aa nsed berein, the term “substantislly similar
spitops” is meant to refer to an-epilope that has & strocture
which is not identical to an epliope of a proisin buf noae-
theloss invokes a celluler or bnmoral Imnmune responss
which cross reacts o that protein.

[0058] Asused herein, the lenn *intraceliular pathogen™ is
ensant in refer to 3 virus or pathogenic organism that, during
ot Jeast part of its reproductive or life cycle, exists withia a
bost cell and therein produces or cansea to be producsd,
pathogen projeing,

[0039] As used herein, the term “hyperprolifaralive dis-

‘sases” 3 meant io refor 10 thoas discases and disocders

characterieed by hyperproliferation of cells,

[0060] As used bemin, the laam “hypecproliforative-amo-
cisted protein” is meant o refor (o that are associ-

ated with & hyperproliferative diseass and/or hyperprolifers-
tive celle.

[0061] Insome prefared embodiments, it is preferred that
the altcratinns to the RNA do not alier the sequencs of the
protein. In somo profocred cmbodiments, it is preferred that
(he 200 bases, within which the alierations ate introduced,
am at the 5' end of the RNA transcript. In some embedi-
ments, il is profemred (o Increase the fres entrgy in more than
one segment of the RNA transcript. Oplionally, a leader
sequenc: may be addod Io increase the froe ensgy of the
sscondary sirecture of the RNA.

[0062] A stable RNA nocondary sitructure at the 5 end of
opnmdngtrunc(ud)mnmmyhhd:dﬁmd
tranactiption by interfering with ribasome function. Many
MMMWMWMM:My.d
llunmlmelmnnmllibllm Addition of &
sequence cncoding a leader, modificd such that it was
oplimizcd with an AT-rich sequence, resulted In a higher fros
cnergy for the predicied RNAstructare and allowed officient
initiation by the cellnlar ribosomes. The stable RNA esc-
ondary siruchire i removed by increasing the fres snergy.

[M] Therelom, according to- tbe pressnt invention,
increasing the AU conieat In & coding sequenes: optimizes
the sequince by raducing the cormesponding RNA secondary
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strocture’s intwgrity, and resulling in incyomscd protein
exprosaion/tranaistion, by meiting of the inhibitory second-
ary struciares (stem Joops) in the RNA transcript. The
disruption of seoondary structure integrity i particularly
imporiant in the 5' portion of the RNA or coding sequonce,
particularly the finst 100 to 200 nucleatides of the RNA. In
some ambodiments, the AU or AT content is incroased in the
ficst 100 10 200 nucletides from the initiation of wranscrip-
tion, and in some embodiments the AU or AT content ia
increased in the fimst 100 fo 200 nuckotides of the coding
saquance or stari of translation. In some embodiments, the
disreption of secondary structure intagrity of the RNA is
achicved by full gene changes or ahemating pattemns within
100 to 200 mucieotide base sirciches. Modification of the 3
ond is aleo important.

The stratogy of adding a leador-encoding sequeace
and aktering the codons of that soquencs to be yoast opti-
mized (less fraquantly ased codons in tumans) is spplicahls
buymmdh;nymuh,hrqnmﬂnpmw
ing viral protelm, including, but ot limiled to, the HIV-1
pol geoe. AlU-rich content is preferred; lnman dominant
codons/high GC content ia nol proferred. It has been dis-
covered that lowering the siability of regions of secondary
structore within mRNAs can be accomplished without pricr
knowlsdge of protein sxpreasion or structire. The resnliant
increased minimom freo enemgy of the structure
that is predicted to form from the altered transeript renders
the altered transcript capable of enhanced prolein expreasion
over the original

[00€5] Using stancard techniques and roadily available
starting materials, a modified mecleic acid moloculs may be
prepared. The nuclelc acid maleculs may be incorporated
[nto an expression vecior which is then incorporated into a
bost cull. Host cells for use in well known rocombinant
cxprossion systems for production of proteios o well
known and readily svailable. Examples of host cells inclnds
bactaris cells such a4 E. coli, yoasi cells such &8 5. coreni-
siaw, insect cells sich m S wou-burman mam-
malian tisne colture cells Chiness bamster ovary (CHO)
cells and boman tissoe colinre cells much as Hela colls,

[0066) In some smbodiments, for example, oo baving
ordinary skill in the a1t can, using well knawn tocdmigues,
insart DNA molecules into & commarcially available sxpras-
sion vector for nse in well known expression systems. For
czample, the commercially avallable plasmid pSE420
(Invitrogen, San Diego, Calif,) oy be vsed for production
of immunomodulating protoins In K. coll, The commercially
available plasmid pYBS2 (lnvitrogen, San Diegn, Cslif)
may, for cxamplo, be used for production in S. cerevisior
strains of yoast. The commercially available MAXBAC™
complote bacalovirus expression system (Iovitrogen, San
Dicgn, Calif)) may, for exampl, be used for production in
insect calls. The commercially available plaemid pcDNAI or
peDNAS3 (loviimgen, San Dicgo, Calif)) may, for example,
bo wsed for production in mammalian cclls such es CHO
cells. One baving ordinary skill in tho art can use these
canmerial exprossion veclors and sysiers or othom to
product immrunomodulating protelns by routine (echmiques
sl readity available starting matorials. (Ses ¢.g., Ssmbrook
ot ul,, eda,, 2001, suprn) Thos, the desired motcine can be
preparad in both prokaryotie and eukaryotic sysicms, resall-
ing in » spoctrnm of pmeessed forms of the protein.

compris: a modified mcleotide sequance operably linkod W
regulatory elaments may be delivered using auy of several
well inywm technalogies including DNA isjection (also
reforred to a8 DNA vacaination), recambinant veotors such
aa recotrbinant adeanvirns, recombinsnt adenovires asoci-
ated virus and recombinant vaccinia.

[0872] DNA vaccines ars describved In U.S. Pul. Nos.
5,593,972, 5,739,118, 5,817,637, 5830876, 5962428,
5,981,505, 5,580,859, 5,703,055, 5,676,594, and the priarity
applications clted tharein, which are ecach incorporaied
beroin by reference. In addition to the delivery prolocols
described in those us, allernative mathods of deliv-
oring DNA are described in US. Par Nos, 4,945,050 and
5,036,006, which are both incorporated herein by reference.
[0073] Routas of administration include, but are not lim-
ited to, Imtramuscular, intranasally, intrapesitoncal, intrader
mal, subcutancous, intravenous, intraarterially, intraccca-
lady and oral a5 well as topically, wanadormally, by
inhalation or suppositary or to mucosal tissue such s by
lavags to vaginal, rectal, uretbral, buccal and subliognal
tinsue. Praferred routes of administration includs to mucosal
tissue, ixtramusculsr, intraperitoneal, intradermal and sub-
cutaneous injectinn. Genatic constructs may be administered
by meam inclding, but not limited \o, traditiona)
neodleless imjection devices, or “microprojectile bombard-
ment gens gnm”. )
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[0074) Whnuhupbynnll.ﬂ-mdumw(l)
oy veroain prescat in the coll as & funclioning extrachro-

mosomal moloculs andfor inlegrate into the ccll's chromo-
somal DNA. DNA may be introduced into cells whers &
romains as scparsts genelic material in the form of a plasmid
or plasmids. Allernativaly, linoar DNA which can integraio
[nio the chromosome way be inlroduced into the cell. When
introducing DNA Into the cell, reagemis which promote
DNA fricgration into chromosomss may be added. DNA
sequances which sre nseful (o promots integration may also
be mcludoed in the DNA molocule. Alternatively, RNA niny
be administered to the cell. It s also cootenplated to proviie
the genetic construct as a linear minichromasame

& ceutromere, olomaeres and an origin of replisation. Geas
CORSITRCts may remain part of the genstic material in atiem-
aled Live microonpaniams or recombinant microbial vsctors
which livs In calls. Gene comstructs may be part of gsnomes
of recombinant viral vaccines where the gonctlc malerial
cither integraies into the chromosome of the coll or rmueins

be opersblo linked 10 the sequence that encodes the desired

mmwﬂhmlmdmhmmblyhm

genetic vaccine for humans, inclnds but wre nol Emited to
SV40 polyudenylation signals and LTR polysdenylation
signals. In particelar, the SV40 polysdenylation signal
whlehil!mphnﬂ(lnﬂm San Diogo Calif),
referred to as the SV40 polyadenylation aignal, is nsad. In
sddition ©© the rogulslory elements required for DNA
expression, other slements may also be includad in the DNA
molecule. Such additional slements include enhancers. ‘The
eshancer may be slocied from the group inchuding but not
limilod (0: human Actin, buman Mymin, hwnsn Hemoglo-
bin, buman mmscle creatine and virml enhancers such as
those from CMV, RSV and HBV. Genetic constructs can be
provided with mammelian origin of replication in order to
muintsin the construct extrachrommomally and produce
multiple copies of the conatruet in the cell. Plasmida pCEP4
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and pREP4 from Invitrogen (Ssn Diego, Calil) contain (he
Bpstoin B viras ocigin of replication and ancisar antigen
EBNA-1 coding region which produces kigh copy episomal

replicasion withont mtegyation.

[um] On-mﬂhddhlmmh comprises the
miciele acld molscules Intramscy-

Ildy mnuﬂly.nmmuly, intrad.

subcutansously,
ormally, or lopically or by lrvags 1o mmcosa) tissne selootod
from the group conzisting of inhalation, vaginal, rectal,
wrothral, buccal ead sublingual.

[0877] Insome embodiments, tho muclsic scid molscals fa
dehlhdhhmmnmmu of
s palymcisotite fanction cnhancer or » waccine
facilitaior agenl. Polymncleotids Mﬁhwnhnnu [
describad In US. Ser. No. filed Jan. 26,1993,
U.S. Ser. No. 08/029,336 filed Mar. 11, 1993, U.S. Ser. No.
08/125,012 filsd Sep. 21, 1993, and Inierastional Applics-
tion Serial Number PCT/US94/00899 filed Jan. 26, 1994,
which are each heretn by refsrcnce. Genstic
vaccine facilitator (GVF) agents arc described in US. Ser.
No. 08/221,579 flled Apc. 1, 1994, which is incorporated
herein by veferance. The co-agents which ars administared
in conjunction with anclsic acid molecules may ba admin-
stered a3 2 mixture with Lbe mudsic acid moleculs or
adminkisred sopanily simuiiancously, befors or after
sdminivration of ncleie scid moleoules. In addition, other
agenis which may fonction as transfocting ageata and/or
roplicating agents and/or inflammatory agsnis and which
may bo co-administered with » GVF include growth factoms,
qumsuﬂlymphnhnsnehuumfﬁm gamma-
pistelet devived growth factor (PDGP), TNF,
epidenmal growth factor (EGF), IL-1, IL-I,IIA.MIL-!O
Mlbl!-mn-lhﬁhmfm mrface active
agents such an imoy complexes (ISCOMS),
Freund’s incomplste adjuvant, LIS analog incinding monn-
phosphoryl Lipid A (MPL), muramyl peptides, quinone
amiogs snd veaicles such as squaleas snd squalene, and
byalnroaic scid may 4o bo weed adminisiord in conjunc-
tioa with the genelic construct, In some embodiments, an
immupcmodulating protain may be used s & GVF.

[0078] Ths phasmaceutical compoaitions i the
preaent invention camprise sboul 1 nanogram ko about 2000
micrograms of DNA. In some preferved smbodiments, phar-
maceutizal compasitions accordiog (o (he presont iovention
compriss aboul 5 nanogrem to about 1000 micrograms of
DNA. In sams preferred embodiments, Lhe pharmaceutieal
mpm.hmlmllmnbwl 10 nanograms o about 800
micrograms of DNA. In some preferred smbodiments, the
pharmacenlical compoaitinns eantain sbout 0.1 1o sbout 500
micrograms of DNA. In some cmbodiments, the
pharmaceuticsl compositions conlain about 1 to sbout 350
micrograms of DNA. In ecme prefered embodiments, the
pharmaceutics]l compositions contain sbout 25 to shout 250
microgruns of DNA. hmpnfmdembodmm,lb
pharmaceutical compositions contain sboul 100 to aboui 200
micrograms DNA.

[0#79] Tte phamscoutical compasitions to the
presant javeption arc formulated according 1o the modo of
administration 10 be used. In cases where pharmacsutical
compasitions are injeclable pharmacontical compositions,
they are sterilke, pyrogen frec and particulats free. An iso-
tonic formulation is preferably wred. Genorally, additives for
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fsotonioity can inojods sodjum chloride, dextrose, mannjinl,
sorbito] and lacioss. In some cases, isotonic miations such
as phoaphats buffored saline we proferred. Stabilizers
ncluds gelatin and albumin. In some embodiments, a vaso-
copsiriction ageal is added to the formulation.

[ooa0) The prosont invention is useful fo olicit broad

vidual’s own “shuormal® cells. 'Ihu proscol Invention Is
usefol 0 immmoize individests aguinet pathogenio agents
|dommhnl-ltlh|tlnhm-mn-w|
pathogen protein provides profective immunily against the
puhogsn. The prescnt invention is nsafhl 10 combat hyper-
mhhlﬂudlammdwn-ﬂlubydb-
iting an immune responmss against a larget protein thal is
specifically sssocisted with the hyperproliferstive celis. The
present nvention is wasiul to combat autoimmme dissaste
e e e
fovalved n the suicimmune condition.

[0081]) The mucleic acid molecule(s) may bs provided o
plamid DNA, the mcleio sckd molscules of recombinant
veciors or as part of (he genetio material provided in an
atiemuated vaccine or coll vaccine. Aliematively, in some
m&&mmmmubﬂ&m
nomexdnlating proteins may be delivered as a protein in
mmhmmﬁmMMMme
instead of the muclsle acid molecules that cacode them.

[0022] Thsmmlimhnmnyhumllolmmduu
individual againat all pathogens such a8 viruses, prokaryolic
and pathogenic oukaryotic organisms such as uaicelluler
puhogenic organiems and mulhnlhhr pansites. The
pu-ulmhnnupnhwhﬂynuhlhmmm
individual agninst those pathogens which infect cells and
which are not sncapsulsted such as viruses, and prolacyotes
such as gonomhes, lsteria and shigells. In addition, (he
present invention s also useful to immunize an individusl
against protozoan pathogens which includo a stage in the life
oycle where thay are intracelinlar pathogsas

[0083) In order io produce s genetlc vaccine o protect
agninst pathogen infection, genetic material which encodes
mehmmwmﬂummﬁwm
resporsc can be mounted musi be Included in a geoslic
construct as the coding sequeace for the target. Whether the
pathogen infecin intracellularly, for which the present inven-
tion is particularly vaeful, or sxtracellularly, il is wlkely
that all pathogen antigens will elicit a proteciive response.
annDNAdeNAmbmhnhlmlylmllndunbe
rolatively easily, the presomt invention provides the
adiditional advanuage of allowing for vaccination with onl-
tipla pathngen anligens. The gonctic conatruct used in the
geoalic vaecine can inclnde genctic material which encodes
meny pathogen antigens. For example, sovoral viral genes
may bo included fn a single construct theroby providing
multipls targels.
[0084] Andther aspoct of the pressnt invention pravides &
method of conferring & broad based protective Immwos
respors sguinst hyperproliferating celly that are character-
lic in hyperproliferative discases and W s melbod of
brealing individwals miffering from hyperproliferative dis-
sam. Examples of hyperproliferative dissasss include all
forras of cancer and paorissis,
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[0085] It has been discovered that introduction of s geastio
construct that inchides 2 gucleotide soquonce which encodes
an immmnogenic “hyperproliferating cell™-sssociated pro-
iein inlo the cells of an individual results in the production
of thoas protoins in the vaccinated colis of an individual. To
immonize sguinst hyporproliferative disceses, & genelic con-
struct that includes & sucleatide srquance which encodss a

. protoin thal is sssociatod with a hypsrpraliferalive dissasoe Is

atiministerod (o an indiviinal.

{0886} In ordor for the hyperproliferativo-sssociated pro-
tein 10 be an effective immuncgenic lerget, it must be a
probein that is produced exclusively or al higher lovels in
hmuhhuwnmumudbnumdnlhmﬂ
sntigens include such proteins, fragments thercof and pop-
tides which comprise at least an epitops found oo such
proteina. In some cases, a hyperproliferstive-amociated peo-
Win is e product of & mutstion of a gens that encodes &
Thmhulpnnmmhupﬂunwhﬂhmlﬂy
idantics1 6 the nommal profoin excopt it bas a slightly
different amino acd sequence which resulw io & different
spitops not fonnd oa the normal protein. Such targel proteine
include thoes which sre proteins encoded by ancoganss mch
s myb, myo, fyn, and the translocation gene bex/abl, mas, arc,
Pﬂ.mhkmdﬂﬂlﬂ!nﬁhhmbmpm&ﬂn
farge! antigens, targst proteins for anti-canesr treatments and
proiective rogimens include variable regions of antibodies
made by B coll lymphomas and variable regions of T call
moepiors of T call lymphomas which, in some embodiments,
ars also ecd target antigens for mioimmuns disease. Other
ummhdmmunnbudummum
as profeins which are found at higher levels in nmor cells
includicg the protein recognized by monocional antibody
17-1A and folale binding proteins.
[0087] 'Whils the proent invention may be nsed to imava-
nize an individual against ooe or maore of several forms of
cancer, the prosent invention Is particularly wesful to pro-
phylactically immunize sn individual who s predisposed to
develop a particular cancer or who has bad cancer and is
therefors suaceptible to a relepss. Dovelopments in gonstica
and lechnology as wall as ¢ allow for the
du-mlmﬂnnnfpmhbili(ymd:hkmmhlh
developmmnt of canoer in individual. Using screen-
ing and/or family healih histories, it [s poxiblo to predict the
probability a particulsr individual hes for developing any
om of saveral Lypes of cancer,
[0088] Similarly, those individuals who have already
developed cancer and who have beon treated to remove the
cancet of arc othorwise in remision are particularly wus-
ceplible (o relapse and reoccurrence. As part of a troatment
regimen. mch individuals can be immunived against the
cancer that they bave besn disgnosed as having bad in order
to combat a recumrence. Thus, oncs il is known thal an
individul has bad & type of cancer und is at risk of a molapes,
they can bo immunized [n order to prepuv thelr immune
aystam (> combat any future appearance of lhe cancer.
[0089] The present imvention providcs & method of treat-
ing individnals suffering from byperproliferative dissases, In
such mothods, the introduction of groetic constructs serves
a8 an immumotherapoutic, directing and promoting the
immune system of the individual to combat hypecrprolifera-
tive colls that produce the target protein
[0050] Ths present invention provides s method of treal-
ing individuals suffering from sutnimmune diseases and
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diwdulbymhlh;lbmdb-dmum

[M!l] T cell modiated aniobormne diseases include rheu-
matoid arthiitis (RA), multiple sclerceis (MS), Sjogren’s

sitls, peoriasis, wasculitls, Wegener's
Crobm'’s disoase, ndnlnnﬂuwml.ﬂnd:o!lhudb-
by T cell receptoms that bind to

[0002] 1In RA, seversl specific varishls regions of T cell
receptors (TCRs) which are lavolved In tho discase bave
beea chamcterized These TCRs ioclude V-3, VB-14,
VB-17 snd Var-17. Thow, vacoination with « DNA conatyuct
that encodes a1 loast one of these ing will elicil an
imyyns that will targel T cells involved In RA.
Ses: Hownell of al, 1991, Proc. Natl, Aced. Sai. USA,
88:10921-10925; Paliard et a1, 1991, Science, 253:325-32%;
Williams et al, 1992, J. Clin. Invesi, 90:326-333; each of
which is incorporated herein by refarence.

[605%3] In MS, mveral spadfic varishle regions of TCRs
which s lovolved in the disoase bave been characterized.
These TCRs include VP-7 and Va-10. Thes, vaccination
with a DNA constroc (hat encodeg at least one of theso
proteins will elicit an immune response that will tuges T
cells imvolved in MS. Ses: Wucherpfonnig ct al, 1990,
Scleace, 248:1016-1019; Oknenberg ot al., 1990, Nature,
345:344-346; cach of which is Incorparated beroin by ref-
emonce.

[0094] In sclemderma, soveral specific variable regions of
TCRs which are involved in the dissase have been charac-
teriznd, These TCRs include V-5, V-8, VA-14 mnd Va-16,
VYa-3C, Va-7, Vo-14, Va-15, Va-16, Va-28 ad Va-12,
Tiras, veccination with a DINA constroct that encodes at least
one of thess proteine will clicit wn imonms responss that will
target T cells fnvolved In sclsrodemma.

[009S] In order o treal patients suffering from a T cell
mediated auioimmune disoase, particularly thoss for which
tho variable region of the TCR has yet to be characierized,
a synovial biopsy can bo performed. Samples of the T cells
prescol can bo taken and the varisble region of those TCRs
identified using standard echnigues, Genctic vaccines can
be prepared using Lhis information.

[0096] B cell medisied autoimmmune dissases ncluds sys-
tamic lupus crythematosus (SLE), Grave's dissse, myss-
thenis gravis, antoimmune bemolytic anemia, sautoimmune
thrombocylopenis, ssthma, crynglobulinemia, primary bil-
jary sclorogit, and pernicious aoemin, Each of theas discases
ia cheractcrized by anlibodiss which bind to endogenons
antigans and initialc the inflammalory cascade sssociated
with antoimmune dissazes. Vaccination againal the variablo
ragion of satlbodies would elicit an immune response
locluding CTLs 1o climinsie those B cells that produce the
antibody.

[0097] In order to troat patisnts suffering from & B cell
mediatod autolnomne disoase, the varishle reglon of the
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anthhadies involved in the mtolnmune activily must be
fdentified. A blopsy can be performed apd samples of the
antibodics prasent st o sits of jnflammetion can be taken. The
variable region of those amtibodies can be ideniified nsing
standard tecimiques. Genetic vaccines can bo propared using
this infrmation.
In the casc of SLE, ope mntigan is bolisved i be
NA. Thus, in paticots io bs Immunized againat SLE, their
sexa asti be screened for anti-DNA sntibodics and & vaccine
can be propared which incindes DNA constructs that encods
ibe vaniablo region of such anti-DNA antibodies found in the
sers

(005%] Common strootural festures smong the varisble
regions of both TCRa and antjbodies are well mown. The
DNA scquence encoding & particalar TCR or antibody ean
gaaonally be found following well known methods such ss
thoms doecyibed in Kabat ot al., 1987, Sequence of Proseiny
of Immumnological Interest, U.S, Doparimenl of Health and
Human Sorvices, Bothesda Md., which is incorporated
berein Sy refercnce, In addition, a geern] method for
cloning fasctional variable rogions from antibodies can be
found in Chaudbary ot al., 1990, Proc. Nat. Acad. Sci. USA,
87.1066, which is Incorporated heroin by refarence.

[0100]) In some of the embodiments of the invention that
relate to geno therapy, the ‘pene constructa contain either
campensating genes or genes thal encods therspoutic pro-
fcios, Bxamples of compensating geoes inclnde o gene
which encodes dyatrophin or a fimctional fragment, a gene
lo componsate for the defective gans in patients soffering
from cystic fibvosis, an insulin, s gene to compensate for the
defoctivs gene in paticnts suffering from ADA, aod » geno
oncoding Faoter VIIL Ennplnofmumendlmlh‘
peutic proteins inclnde genea which cacodos
interferan, LDL rceptor, GM-CSF, IL-2, IL4 and TNF,
Additionally, genetic constructs which encode single chain
antfbody components which specifically bind to toxic sub-
sunces can be sdministered. In some embodi-
ments, the dystrophin genc is provided as part of 2 mini-gens
and nsed 1o treat individuals suffering from muaculsr dys-
trophy. In some preficred embodiments, s minl-gons which
cantains coding sequence for a partlal dystrophin protein {s
provided. sboormualitios arc responsible for both
tho mflder Becksr's Muscalar (BMD) and the
severe Duchenne’s Muscalar Dysirophy (DMD). In BMD
dystrophin is made, but it is sbnonmal in sither aize andfor
amount. The patient {s mild to moderately weak. In DMD no
protein is made and the paticnt is chairbound by age 13 and
umally dins by age 20. In soms patisats, particulady Lhoss
mnmn , partial dystrophin protein prodoced by
of a mini-gone delivered according to the present
mvention can provide improved muscls function,

[0101] [Io some preferred embodiments, genes encoding
IL-2, IL-4, interfexon, or TNF sre delivered 1o tumor cella
which are cilher present or removed and then reintroduced
into an individual, In some embodiments, a gene encoding
gamma intorforon is wdministered to an individual seffering
from mmltiple scleraais.

[01a2] 1n sddition to wsing modificd nuclsic acid
soquences 1o improve genstic vaccines, the present inven-
tion relates to improved attonmated live vaccines and
Impraved veccines which use racombipant vectom to deliver
forcign genes that eacode antigem. Examples of atticnusiod
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live veccines and those using recambinant vectom to deliver
forelgn antigens are deacribed in U.S. Pat Nos.: 4,722,848;
5,017,487; 5077,044; 5110,587; 5112,749; 5,174,993;
522,424; 5,225336; 5,240,703; 5,242,829; 5,294,441;
5,294,548; 5,310,668; 5,387,744; 5,389368; 3,424,065;
5451,499; 5453,364; 5,462,T4; 5,470,74; and 5,482,713,
which are each incorporaied bertin by rafirence. Gene
constrncts are provided which include the modified mucle-
otide sequence operubly linked to rogolatory sequences that
can fonction in the vaccinee to affiect axpression. The gens
canstructs are incorporated in tho sttesusied live vaccines
and recombipani vaccines fo produce improved vaccines
according to the iyvention. Lilkswise modified sucleic acid
seuences ¢an be wsed in recombinani vectors useful 1o
deliver gens therapentics that encode desired proteins.

[0103] The present fuvention provides an Improved
mothod of Imomnixing individuals that comprisos the step of
delivering gens constructs to the cells of Individuals as part
of vaccine compositions which Include are provided which
include DNA vaccines, atiamated live vaccines and recom-
binant vaccines. The gens construcis comprise & mudeotide
sequemce thet encodes an immmnomodulating protein snd
that is operably linked (o regulatory sequences that can
fupetion iy the vaccines o effect expression. The improved
vaccines resull in an enbanced collnlar immuns msponse,
[0104]) The inventiop & further {ilustted by way of the

ing examples, which are intended to elaborate several
embodimwnis aof the invention. These ¢xamples are not
Intonded, nor are they to be construed, es limiting the scope
of the invention. It will be clear that the invention may be
practiced otherwiss than s particularly described herein.
Numerows modifications and variations of the presont inven-

ton are postibla mvhwoflhhﬂmqlhem and,
tharefnre, are within the acope of the invanlion.

EXAMPLES

Exsmple 1
Materials and Msthods
[0105] Prediction of mRNA secondary structure

[0106] Tb enhance translation efficiency of transgenes,
RNA socondary struciure was predicied by nsing MulFold
and viewod by LoopDloop softwars for the Maaintosh
computar,

[0107] lmmunoprecipiiation of adiolsbeled in vitro trans-
Jated proteins

[0108] *'S-Labeled proiin products were prepared waing
the TNT-T?7 coupled Tramseription/Translstion System
(Promega). 10 ml of radiolabeled protein sample and 1 ml of
anti-His (C-term) antibody (lavitrogen, CA) wers added 1o
300 42 of RIPA buffor and mized gently. Aftor an incubstion
at 4* C. for 90 minutes, Proicin A-Sepharoee beads

shamPharmach: Biotech, Piscataway, NJ.) was added to the
proloin-sntibody complexss st & final concentration of 5 mg
per tubo and the ssmples were (hen incubated at 4° C. for 90
minutes in a rotating shakier. The beads were washed thres
times with RIPA buffer and suspanded in 2x SDS sample
buffer. The immupoprecipilalcd protely complkexes were
cluted from the Sepharosc besds by brief boiling and
resalved in SDS/PAGE (15%) gels. The mebilily of the
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protein sample was compared with that of commarcially
available *‘C-meihylated molocular weight marker (Sigma-
Aldrich Cory., St. Louis, Mo.). The gol was fixed, treated
brinfly with 1M sodivm salioylate solntion and drisd in a gel
drier (BloRad, Hercules, Calif’). The dried gel was exposed
overnight ko X-ny filn (Kodak, Rochester, N.Y). The
molecular alze of the in vitro transiated protein was 21.5 kD,

[0105] In vitro translated protein

[0110] Noo-radinactive, in vitro tranalated Cp protein was
ilo gencreied a5 desoribod sbove, using .the TNT-T7
coupled Trapseription/Trunalation System (Pramogs, Madi-
won, Wis.) with non-nudioscive componsnta An in vitro
tranaialion control was genorated using the in vitro transls-
tion kit with the pcDNA3.1 vectnr (Tnvitrogen, San Diego,
Calif.), lacking an oxpremible inscet.

[0111] DNA inoculation of mice

[0112] The quadriceps nmacles of §- to B-week-old fenale
BALB/: mice (Hulan Spragee Dawlsy, Ino., Indianapaolis,
Ind.) were injected with 100 ug of pWNVh-DIY, pWNW-
DJY, or paDNA3,1 in phosphate buffered saline (FBS) and
0.25% bupivacaine-H(l (Sigma, 8t. Louis, Mo.). Mice were
injected with two DNA immunizations (100 ug each) sepa-
raiod by two wooks. Al thirtoen days afier the boost injec-
tiom, the mico were sacrificed, the splcens were harvested,
and the lymphocytes were Isolated and (ested for collular
foxmune responses,

[01%3] Iniraceltnlar IFN-y detection by low.eylnmlly

[0114] In each weil of » round-botlom 96-well plaip was
placed 1004 of RPMI-1640 (supplemaentod with 5%
containing 50 U/ml rHulL-2 (Intcrgen, Purchase, N.Y)), 10
#g/ml Brefeldin A (Phamingen, San Diego, Calif), 100
ng/ml PMA (Sigma, SL Louis, Ma.), and 1 sg/ml ionomyvin
(Sigma, SL Lonis, Mo.). Rither in viiro translated protein or
an in vitro tranalation control (ganerated uaing the in vitro
tranalation kit with the vector backbone lacking an express-
lbblmnﬂ),nﬂqlmlwndchdhﬂlﬂnfllsm
After adding the antigens ), imolated wore
added to cach well at 1x10° cells in 50 41 of RS medinm. For
(he compensation in flow cytomeiry, splaenncytes from nalve
mice wers ast up with only IL-2 end Brefoldin A. The platcs
weorv incubated in 37° C., 5% CO, in an incubator for 5 o
6 hours. As a control, ¢ells were Incubated withont Ag. Afier
incubation, the plate was spun at 1200 rpm for § mimutes and
(he supornatants discarded. The cells were resuspendsd with
200 4 of PBS, supplementsd with 1% BSA, and put oo lco
for 15 minutes, and then spun down and resuspended with
andl-CD4-PE mAb L at 0.1 pg/sample in 50 4d
of PBS/1% BSA. After incubation for 30 minotes at 4° C,,
tha cells were washed twice with PBS/1%. After the second
wash, coll pellets were resuspended with 100 44 of Cytofix/
Cyioperm sohtion (Pharmingen) and ncubated for 20 min-
ntes af 4° C. The colls were washed twics with 1 x
Perm/Wish (Pharmingen) and resuspended with 50 ul of
Penn/Wish  soluiion  contsining  anti-JFNy  -APC
916(Pharmingen) at 0.1 concentration. After
incubalion for 30 mirmles at 4° C,, the cells were washed
twice with Ix Perm/Wash solotion and fixed whh 2%
pansformaldehyde, and then stored al 4° C. unti] analyzed by
flow cylomeiry. .
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Exarplo 2
Addition of Loader Sequencs to West Nile Virvs
Capaid mRNA.

[0115] The addition of a leader to minimizs free
energy in the West Nile Viras Cepaid mRNA resulted in
enhateed profsin expression and immune response.
[0116] To cnbanco the and tragalation offi-
cieney of transgenes, the human IgE leader sequence was
added to the 5 wpatream of open mading fame (o)

sequencea (FIG. 1).
[0117] The addition of a sequence sncoding the human
IgE loader coniaining codcns that arc less preva-

leatly uiilzxd in lmmans (WNVy-DIY coosiruct (yeast
codon)) resulted in a predicted secondary stracture for the
mRNA having an incyossed fireo energy value, relative to the
.secondury structore for the mRNA without the leader
sequence (WNVwt construct (wild type)), or relative to the
socorxlary struciere for the mRNA eocodiog a leader
struct (fuman codon)) (FIG. 2).

Fo the construct the loader
m-qmm mmm;mm“un;‘;h‘m vtilized
In bumana (yosst optimized) yiclded » higher Jovel of protein

than did the conatrvci encoding the leader sequencs con-

taining bomn optimized codons, as determined by jmmp-
noprecipitation of rudiolaboled in vitro translated proteina
(F1G. 3; Table 1, yosst codon wsage). The codons more
provalonily used by yeast are, in genersl, AU rich; tha
codons more provalontly meed by Homo sapisns am, in
geasnl, more GC rich (sce Kim ot al, 1997, Gene, suyrs),

TABLE 1
Tt coton provient Dgn..

]
i
f
E

E2TINTISNPESRROEIAE
SR

[0119] DNA plsmid injection into mouss muscle inceced
an antigea-specific, CD4* Th cell-dependemt immune
respomsic, as determined by intracellular IFN-y/How cytam-
etiry anitysis. The CD4" Th coll-dependent, intracellular
INF-y production was quantitated by flow cytometry. Spls-
nacytss isleted from pWNVy-DIY (pWNVCy)-immunized
mice, expressed higher lavels [FN.y, upon elimulstion with
io vivo tramiaicd Cp protein, ttan did the splonocyiss
iloln;licﬁ:l,n pPWNVL-DJY (pWNVOh)-immunized mice
(sce FIG.
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Bxampls 3

Removal of RNA Secondary Structure in HIV-1 pol
RNA by Increasing the Minimum Predictad Froo
BEoergy.

[0128] The sirategy of adding & lesder encoding sequence
and alisring the codons (o bo yeast optimized (Jass fre-
quonily uscd in lmman) was applied (o the HIV-1 pol gene.
When oucleic acid sequence encoding the IgB Joader
sequence with codons less usad in Inmans (yeant
oplimizod) was addad to the 5' end of HIV-1 pol geno, ths
pradicied free energy of the anergy minimired trapacript was
incressed (FIG. 5).

[¥121) In HIV1 pol siructural gepe, soveral regions of
atable a struciore, Josatod between muclsotids (uf)
1738 and ni 1938, were predicted by MulFold analysis
(FIG. 6). Alteration of the codons in the region from nt 1738
o ol 1938 to codons lema utilized in bumans
(yeast optimived codoms) msulind in 8 wesakening of the
secondary structure in that region. The predicied sscondary
strochins fbr the region with the modifisd codoos had a
higher free energy than the predicted strocture for
the original ssquence (FIG. 7). In addition, the formation of
mRNA secondary siructure in the fimt 200 mclactides of the
pol geo was minimized by uaing codons Jess

ntilived in vmans (yeast optimized codom) (HTV-1 Pol

a8 compared to a transcript containing the most provalently
niflized codons in bumans (uman optimired codons)
(HIV-1 Pol b} (FIG. 8). The minimum freo enorgy was
dramatically increased from -53.0 kcal io —26.4 keal,

.Example 4

Removal of RNA Secondary Structore in HIV-1
g2t RNA by Incressing the Minimum Prodicicd
Free Energy.

[0122] Seveml regions of of stable
structure wero prodicted by MulFold analysis for the tan-
acripl for the HIV-1 gag stractunl geoe (FIG. ¥), and e
minimam fres enogy was incrensed (fom ~351,07 keal 1©
=283.11 keal) by using codons that are tilised less prova-
lontly in bamans (yoast optimized) (FIG. 10).

Boaamplk §

Removal of RNA Structure In WNV env
RNA by Incroasing the Mininvam Predicted Froo
Energy.

[0123] In the Weat Nilo Virus envelope (env) gene, appli-
cation of the stralegy of mRNA encigy minimization in the
first 200 base pairs (bp) of the gone with codons that are
utilized less provalendy in umans (yoast oplimiwmd,
WNWi200) incressed the minimum free cnergy of the
cognate transcripl es compared to the lranscript for the wild
type WNV env gome or &3 compared o s
irenscript oplimized with the most prevalently used endons
in humana (WNVEn200) (FIG. 11).

[0124] The faregaing examples are meant to Tustrato the
invention and are ool to bs constrded o limil the inveation
in any way. Those akilled in the art will recogniss modifi-
catiops that are within the spirit and scope of the iovention.

/4/05. EAST Version- 20N 1 4
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transcribed from a helerclogous DNA
cwmsymn.mdmﬂhdmprﬂummoﬁ

a) predicting the secondsry structurn of mRNA ao-
accibed from a natios heterologouws DNA sequencs;

b) medifying the nstive hetsralogous DNA. sequence to
profacs ¢ modified helerologous DNA sequencs
wherein mRNA trapscribed from the modifiod heter-
ologoua DNA saquence bas a sacondary structurs hav-
ing imcreaszd fics ecoergy compared to that of the
mcondary structurs of the mRNA transcribed fom the
native beteralogous IINA sequence; and

©) uzing the modificd hetorologons DNA sequence in the
recombinant expression sysicm for protein production.
2. The method of chim 1, wherein the recombinant
sxprossion sysiem Is selocted from the grovp consisting of:
n coll free in vitro tranacription and transistion system; an in
viiro ce]l expression systam; a DNA construct used in direct
DNA igjection; and a recombinant veator for delivecy of
DNA to an individual.
3. The mathod of claim 1, whercin the secondary sirncture
of ths mRNA transctibod from a native hetemlogous DNA
scguence is predicied using & compuier and computsr pro-

gnm.

4. The melhod of olaim 1, whersin ths sscondary struolure
of the mRNA trenacribed from a pative heterologous DNA
quoneehmodiﬂndhyhueuh;lhlﬂ‘wmmofm
coding sequencs,

3, The method of claim 4, whersin Lhe secondary siruciure
of the mRNA transcribed from a mative DNA
sequance s modified by inoreazing the AT content of the
coding sequence at the $* end of the coding sequence sach
that mRNA tanscribed tharefrom hes an increased AU
content.

6. The msthod of claim 5, wherein the secondary siructirs
of the mRNA transcribed from a native heteralogous DNA
sequonce js modified by ing the AT coniont of the
coding seqnence at the 5* end of the coding scquence within
200 oucleotides from the initiation codom such that mRNA
trapscyibed (herofrom hes an incressed Al conlent.

7. Tha mathod of clalm & wherein the secondary siructure
of the mRNA transcribsd from & aative heterologous DNA
sequoace is modified by i ing the AT conteat of the
coding ssquence at the 5' end of the coding sequence within
150 muclootides from the initiation codon sach that mRNA
transcribed therefrom has an incressad ALY content.

8. The method of daim 6 whersin the secondary structure
of the mRNA tranacribed from a native haterologous DNA
scquence is modified by i ing the AT content of the
coding sequeonce at (he 5' end of the coding seqnence within
100 rmcleotides from the initiation codon such that mRNA
transcribed therefrom has an increased ALl comtent.

9. An injectable phanmacentical composition comprising
» nuclefc acid moloculo that includes a modified coding
sequencs encoding « protain operably linked to regulstory
elemimtx, wheroln the modified coding sequence comprises
a higher AT ar AU conlent relsiive o the AT or AU content

Sep. 5, 2002

dhnﬁwﬂummmmo

pimmaccutically sccoptablo cacrinr.

l&hhﬂﬁhﬁmﬂdmﬂmdmg
wharein said modificd coding sequance camprises a kigher
AT ar AU content in the fivet 200 bascs relative io the AT or
AU content of the astive micisic acid sequence.

1. mwpmmwmdms
wherein said modificd coding sequence comprises a higher
Aﬂ'orAUmﬂhh!ﬂlsob_uhﬁnlouulﬂ‘m
AU content of the native maciaix: acid sequence.

u.TmWhyhmthlmpuhmddmﬂ
wherein aaid modified coding sequencs compriscs a highet
AT or AU coniart in the first 100 buscs relative to the AT or
AU costent of the native mcleic acld ssquence.

uﬂnﬂuhphmmddmﬂdmoldlhs
wherein sald modified coding scquence comprises & higher
AT or AU coniept in at least one mgion of up 1o 300 bascs
in length felative 1o the AT or AU content of tho native
muchic acid

AT or AU contont in at least one reginn of up v 150 bases
in length relativs to the AT or AU coatent of the mtive
mucleit 1cid soquence.

15. The injectabls pharmacantical composition of claim 9,
whaerein said modified coding sequsnce comprisss a highar
AT ar AU cantent in at least one region of wp 1o 100 bases
in length relative to the AT or AU content of the mtive
suckio acid sequence.

16. The injoctablo pharmaceutical compoaition of claim 9,
wherein the modifled coding ssquence encodes an imnm-

noge

17. The injectable pharmacsntical composition of claim
16, whersin ths impunogen is s pathogen derived proteing
or immunogenic fragmant therof.

18. The injectable pharmaceutical composition of clalm
lﬁ.vhnuhhhnmmmhah-:mprﬂdnmm
oy T tecird o ox immamogenio fageerd

19. The injectable pharmaceutical composition of claim
ls.whmnlhmuupn-um-nnpwlm

pogenic fmgment thereof,

20. Tts injectable pharmaceutical compasition of claim
16, wherain the immunogen js a foslon protein thal includes
a cancer antigen or immunogenic fragment thereof.

21. The injectable pharmacentical compoaition of claim
16, whewein the immunogen & o0 subdimmune disease
associated protein or impmunogenic fragment thersaf.

22. The injectable pharmacentical compasition of claim
16, whercin the iImmunogen is a fasion protain thal inclodes
an sutoimmunes disease associated protein or imomnogenic
fragment thereof,

23. The: injectable pharmacsutical composition of olaim 9,
wherein the modified coding saquence encodes a pon-
immmopenic tharapentic protein.

24. The injectablo pharmacentical composition of claim
23, wherein Lhe pon-immunogenic therpeutic protein is
aalected from (he group consigting of cytokines, growth
{actors, blood products, and eppymes.

25. The injectable pharmaceutical composition of claim 9,
wharein the modified coding sequence cumpriss disporsod
modifications.

26. Th: injectablo phammaceutical composition of clalm
25, wheruin the dispermed modifications are st lasst two

RIANE FAST Varealnn- 2N 1 A
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modified coding sequences of up 1o 200 bases in length
mmqunhmpmufnﬂnwdm;m

27. The injectable pharmacoutical of claim
29, whereln the modifications wre at lonst two
md&dm&umdnphlﬂlbmhlnﬂh
sbemating with regions of native coding sequence

modified coding scquences of up 1o 100 bases in longth
alternating with regions of native coding scquencs.

29. The injectabls phammacentical composition of elaim 9,
wherein sald modifled eoding ssquence comprises » higher
AT or AU canient bn the last 200 bases relative to the AT or
Al content of the native mclsic acid ssquence.

umwmwwdma
wherein said modified coding scquence compeises a higher
AT or AU content in the last 150 bases relative to the AT or
AU content of the pative nucleic acid sexquenco,

31. The injectable pharmaceutical compasition of claim 9,
wherein sald modifisd coding aoquence comprises & higher
AT or AU content fn 1he Jast 100 bases relative o the AT or
AU contont of the native muclelc acid sequence,

3. A recombinant viral veotor comprising » uucleic acid
molecule that includes 2 modified coding sequance encoding
s protein openably linked to regnlatory elemsnts, wherein
the madifled coding sequence aomprises s higher AT or AU

copient relative to the AT or AU content of the native coding

BaenCe,

33. The recombinenl vira] vector of claim 32, whersin
said modificd coding sequenco comprises a higher AT or AU
cantent in the first 200 bases ralative to the AT or AU content
of the nalive micleic acid sequence.

34. The recombinant virsl vecior of claim 32, whereln
sald modifisd coding sequence comprises & higher AT or AU
coniant in the frat 150 bases mistive to the AT or AUV content
of the native miclaic acid sequence.

33. The recombinant viral vector of claim 32, whereln
sald modified coding sequence comprizes a higher AT or AU
cootsal in the finst 100 bases relative to the AT ar AU cantent
of the native mucleic acid sequence.

34. The recombinant virsl vector of claim 32, wherein
sald modified coding sequence comprises & higher AT or AU
coniast in a1 least one region of up o 200 bases in kength
relalive to the AT or AU content of the pative mucleic acid

stquonce.

37. The recombinant viral vector of claim 32, wherein
said modified coding sequence comprizes & higher AT or AU
contant in al lesst one region of up o 150 bases in leagth
relative to the AT or AU content of the oative mclsic acid
Bequence.

38, The recombinant viral vector of claim 32, wherein
said modified ooding sequence camprisos & higher AT or AU
content in at least one region of up to 100 bases in length
relative to the AT or AU content of the nstive mucleic acid

sequencs.
39. The recombinant viral vector of claim 32, whersin the
modificd coding sequence vocodes an immunogen.

Sep. 5, 2002

40. Tha recombrinamt viral vector of alaim 39, wharein the
immunogen is & pathogen derived proteine or inowoogenic
fragment theroof.

41. The recombinaat viral vector of claim 39, wherein the
immonogen is o fosion protein tha jectudes 2 pathogen
derived prolein or imomnogenic fragment thereof.

42. Tho recombinant viral vector of claira 39, whereln the
immmogen s & oeocer antigen or hmmunngenic fragmont

43. The recombinant vizal vector of claim 32, wharain the
fmmunsgen s & fusion protein that inchudes a cancer anligen
ar immunogenic fragment thereaf,

44, Tho recombinant wiral vector of claim 39, whereln the
immunogen is an sutoimmnne disoass asaocisiod protein or
inmmunogeric fmgment thereof.

4. The recombinant viral vector of claim 39, wherein the
mmnmunhnmpﬂmlhtnﬂuhmuﬁmm
dissase amociatsd protein or immunogenic fragment
thereol.

46. The recombinant vira! vector of claim 32, whersin the
modified coding soquonce encodes » non-mnumgenic
therapeutic protein.

47, Tho recombinant viral vector of claim 46, whereln the
mon-imnmunogenic therapoutic proteln is selocted from the
group comsisting of cytokines, growth factors, blood prod-
ucts, and snzymes.

48, The recombinant viral vector of claim 32, wherein the
ﬂﬁn:l coding ssquence comprisces dispersed modifica-

49. The recombinant viral vector of claim 48, whorvin the
dispersed woodifications are at last two modifisd eoding
qymud!ﬂbuhkng&dnmﬁqmmof
nalive coding soquence.

50. The recombinant viral voctor of claim 48, wherein Lhe
dllpmdmod.lﬂunmmnhﬂtmmndiﬂdcodlu
saquences of 150 bases in length altormaling with regions of
native coding sequence.

51. The recombinant viral vector of claim 48, wherein the
dispersed modificetions are at least two modified coding
sequcncos of 100 bases in length alicraating with regions of
native coding sequence.

§1. The recombinant virl vector of claim 32, wherein
said modified coding comprises a higher AT or AU
content in the 1ast 200 bases relative to the AT or AU content
of tho pative malsic scid sequence.

53. The recombitant viral vestor of claim 32, whercin
said modified coding tequence comprises » lighor AT or AU
contont in the 1asi 150 bases relative to the AT or AU contenl
of the pative mucloio acid sequence.

54. The recambinant viral vecior of clsim 32, whemin
sald modified coding sequence compriscs & higher AT or AU
cantent in lhe lust 100 bases relativa to the AT or AU content
of the nrtive nucleic acid sequence.
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.IL-15-igG2b fusl n protein accelerates and
enhances a Th2 but not a Th1 immune response in
vivo, while IL-2-IgG2b fusi n protein inhibits both
Rend Rilckert!, Udo Herz®, Raif Paus®. Danlela Ungureanu’, Thamas Pohl’, Harald
Renz® and &iivia Bulfone-Pain’

! Insthute for immunalogy, Uriversity Hospital Barjamin Franidin, Free Univarsity Beriin, Berlin,
" Depertment of Clinioal Chemistry and Blochemistry, Charité, Humboldt University, Berlin,
% Department of Dermatology, Charité, Humboidt University, Berlin, Germany

W have explored how IL-15 Influences Thi or Th2 typa immune responaa i1 vivo. Intrapert-

tonaal application of an IL-15-lg@2b fusion protain (FP) to mice did naeither significantly

sffect the foolpad swelling nor the production of hemaggiutinking antibodies In a delayed

type hypsraanaltivity reaction to shaep et blood cells. in contrast, in an established murine
Th2 model of sensitization to ovalbumin {GVA), IL-13-igG2b FP plua OVA sanaitization
resulted In massively accelerated and enhanced allargen-apacific IgE and lgQ1 antibody
production. in vitro, stimulation of spleen calia from OVA-sanaltized mice with OVA+IL-18 or

OVA+L.-15-igQ@2b-resuited in a significantly enhanced IgE production. IL-4 secretion was
elgnificantly induced by IL-15 but not by IL-18-igG2b. An IL-2-1gQ2b FP with the same Fe
tall aa the IL-18-1gG2h FP was used as control In both modela. In atrikdng contrast to the
~15-lg@2b FPR, IL-2-ig@2b aignificantly inhibltad the Th2 type antibody production in vivo,
ourrent study suggests that IL-15-lgG2b may be employed as a potent accalerator and
enhancer of Th2 type Immune responses in vivo, while IL-2-lgG2h can supprasa the latter.

.. unol, 1998. 28: 3312-9320

Recaived
Revisad

211708

Koy words: IL-15 7 IL-2 / Fusion protsin / Th1 / Th

1 Introduction

IL-15 belongs 1o the four-hellx bundle cytoking family
and has many functional propertias in common with IL-2,
since the recaptor complexes for IL-15 and IL-2 share
two subunite, the P and y chain [1-8). For example, both
IL-2 and IL-15 promote activation, profiferation and cyto-
Kine relsase of Tcells [7~12] as well aa the prolifamation
and polyclonal Ig secretion of sctivaied Beslls [13], In
spita of thasa similerfties to IL-2, IL-15 Is alao quite dis-
tinct from IL-2 In ta broad constituiive or inducihle gene
scription pattem in multiple cell types and tissues
~4, 14-18], and In s unusually Yghtly controfed
sacretion {17]. IL-15 alao binds to its own high-affinity
receptor, the IL-15 recaptor a chain [18-18]. In additlon,

|
%
|

Fusion protsin consisting of humen IL-15 and the nmaine
ipQ2btal CHS: Contact hypersansitivity

0014-20680/08/1010-3312%17.50+ .60/
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we have shown that IL-18 inhibita apoptoals of T and
Beells in vito and in vivo and rescuas mice from lethal
ant-Fas-incucad hapatic fallure by suppressing hepato-
cyts apoptoals [20].

Some previcus reports would sesm io be In ine with the
concept that IL-15 Is a Thi type cytokine. IL-18 primes
nalve GD4* T cells for subsequent |IFN-y production [21),
and antigan-spacific meponses In Tcells from HIV-
infected individvale show anhancad IFN-y releass and
expanaion of HV-apecific CTL, when stimulaiad with
high dosses of IL-15 {22-23]. Howaver, IL-15 reportadly
also Induces IL-5 production by allergen-specific human
Tcall clones [9). Thus, IL-15 may also influance Th2
Immuneé reaponsas.

in the cument pliot study, we were intereated I exploring
the role of IL-16 as a modulator of Th1/Th2 Immune
responsea In vive (reviewed in [24-26]) comparad to IL-2.
Simultaneausly, we wished to test whather the adminly-
tration of both cytokines in the form of chimeric
cytokine-ig fusion proteina (FF), which smploy the Fc tall

© WILEY-VCH Veriag GmbH, D-68451 Wainheim, 1898
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for prolonged helf-iife n vivo, enhance the described in
vitro properties of IL-16 and IL-2. Thia was done under
the perapective that posalbly both FP might be put to dis-
tinct clinically usss, depanding an whether a Th1 or Th2
response pattam should ba Buppressad or anhancad.

Two well-charactarizad murine Th1 and Th2 models
were selected for this study. The DTH reaction in mousa
footpad to SRBC antigens was used as a prototype
Tcell-dependert Thi1 typs immune responss model.
Senshization to SRBC Ia accompanied by the homing of
antigen-specific cells to peripheral lymphoid tissuss.
Onca activated, upch local antigen challenge In the foot-
pad, thasa calls migrate to the aRe of challenge and
induce a ewsling reaction, which correlatea with the
extent of the DTH maction [27].

Allergic sensitization to OVA was employed as a Th2
modal [28, 29]. Lp. injection of the scluble protein OVA
together with adjuvarrts induces a T call-dependent Th2
immune esponse, with priming of Tcella, for IL-4 and
IL-5 production and the induction of high IgE and igQ1
production by B cells, depending on iL-4 acion [28). This
cytoldne pattemn and the sacretion of IgE, which binds to
.nppromhh high-xfiinkty recaptors on peripheral tissue

mast cefls (s.g. In aldn and iung mucoss) resambias
closely the human allargic phenatype, and has been ull-
zad 88 a modet for atopic dermatitie and allengic asthma
[28].

To prolong the hali-iife of IL-18 by preventing apid renal
clearance of the-low molscular weight cytokdne, IL-15
was fusad o a murine ig@2b molecula [30), and the IL-
15-1g@2b FP [20] was empioyed inetead of the cytokine
alone. A previously feported [L-2-g@2b FP was used as
& conirol, since it sharea tha same Fe tall, and aince we
had demonstrated that it strongly suppressas tha DTH
responss against SRBC In mice [31].

21 The DTH reaction to SRBC ls unaffectad by
IL-15-1gG2b treatment

We had previously demonstrated that IL-2-lgG2b FP
binda to FeR and supports [L-2-depandent cell profifera-
tion, but doss not mediate lysis of IL-2R-poaitive calis In
the presence of murine complement in vitre [31}. in vivo,
however, IL-2-igG2b FP atrongly suppressea footpad
swelling after SBRC Injection in sensitlzad mice, thus
acting as a functional IL-2 amagonist [31]. In view of the
shared receptor camponants for IL-15 and IL-2, and
considering the functional simlilarities between thess
cytokines with respect to Tcell acitvation described

Th2prom - bylL-18-gQ2b a3

shove, we askad whether this Thi responas s also sup-
pressed by IL-15-1gG2b in vivo.

G578L/6 mica ware semitired Lv. o SRBC and chal-
lenged 5 days efter immunization by SREG injection Into
the hind footpad o Induce a DTH response. The footpad
swalling reaction was analyzad 24 and 48 h after 8RBC
challenge In mice which had been treated fromday 1,2 h
before tha tima of Immunization urtll 12 h after challenge
on day 8 with IL-15-lg@2b FP or IL-2-igB2b FP.

As shown In Fl3. 1A, IL-15-1g@2b FP had no significant
offect on footpad swelling compearad to the posttive con-
trol (p > 0.05). Measuring af footpad sweling 48 h after
challange gave rasults comparable to the 24 h measure-
memt for all treatment groups (not shown). Compared to
poaeitive controls, Injection of the IL-15-igG2b FP also left
the production of 198 (igM) and 73+19S {iotal) hemag-
glutinkzing antihodies uneffected {Fig. 1B). Injection of
IL-16 cytakine alona (230 ng every 12 h) aiso did not
affect the DTH response (data not ehown).

In contraat, tha 1L-2-1gG2b FP suppressed both cellular
and humoral immune responses after iImmunization with
GRBC. in accordance with our previcus observations,
injection of murine 1gG2b, or of IL-2 alone, had no influ-
ance on footpad awalling and hemagglutinizing antibody
production compared to controls 1)

Thue, these axpariments did not produce any poaltive
avidenca for ar: involvement of IL-18 In this Th1 immuna
responsé pattarm, nelther as functional antagonist, nor
as a pramoter of the Thi reaponsa in vivo. This Is In
marked contrast to [L-2-Ig32h FP, which acts as a func-

tlonal antagoniat to endogenous IL-2 activity [31].

2.2 IL-16-lgQ2h a¢celerates and enhances
allergen-spacific IgE and IgQ antibody
production in vivo, while IL-2-1gQ2b
suppresss it

To compam, next, IL-2-lg@2b and IL-15-g@2b In the
modulation of allenglc sensitization to OVA In mica, the
two FP wers Injected Lp. twice dally, starting 2 h before
senaltization on day 1 untll day 10, In paraiel to OVA
senaitization on day 1, 7 and 14 [26]. Nelther the eflects
of IL-2-IgG2b nor of IL-15-1g@2b FP had previously been
tested In this Th2 mode.

Treatment with IL-15-IgG2b substantially accelerated the
induction of OVA-specific IgEAg@1 production In this
model: IL-15-igG2b-treated mice showed a 20-fold
higher OVA-spacific IgE titer {p < 0.01), and up to 50-
fold elevated OVA-specific Ig@1 serum titers (p < 0.01)
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Figure 1. L.-18-gG2b doss not affect DTH footpad swelling reaction and production of hemaggiutinizing antibodias. {(A) Mice
were iaft unasnaltized or wers Immunized Lv. with 4 x 10" BRBC at day 1. immunized rnice were left unireated aa positive control,
treated with 40 pg IL-18-gQ2b or with 20 g IL-2-ig@2b Lp, every 12 h from day 1 until chellenge on day 6. Challange on day 8
was parformed by injaction of SRBC In the left hind foctpad, the right foatpad was injectad with saline to caloulate the nonspe-
cific sweling reaction; swaling was determined 24 h after chalisnge with a micrometer. Non-immunized (vegative control graup)
mice ware challenged without prior immunization. (H) Sarum titers of hemaggiutiniziag total 78+198 (gray bar) and 198 {biack
ba) antibadies againet SRBC were determined &t day 8 after Immunization. Pooled data from thres independant experiments, sl
of which yieided highly similar results, are shown (maan + 8D; * p < 0.05, Memn-Whitnay-L] test compared to sansitizad, non-FP-
trestsd mics). Fooipad swalfing and antibocy reaponse In mics treatad only with 1L-2, IL-15, or igG2h did not differ significantly

from vehicle-treated, Inmunized controls (@ >> 0.05; not shown).

on day 10, compared to untreated, OVA-sanaittred con-
trol mice, wheme antibody production just inltisted at this
sarly ime paim aftar OVA Immunization (Fig. 2). Even on
day 18, Le. 6 daya efter discontinuation of FP adminls-
tration, the IgE/QG1 tters remained algnificantly ale-
vated, companed to mice which did not recelve the FP
{Fig. 2). Alergan-apacific igM titers were simiarly ele-
vated In IL-154gQ2b-treated and IL-2-lgG2b-treated
mice on day 7 and suppressed on day 10 compared to
untreated mice {Fig. 2).

COn the contrary, OVA-apecific IgE production after IL-2-
Ig@2b FP treatment was highly significantly suppresaed
on day 16, .e. 6 days after FP injectiona had been dis-
continued on day 10, Ig@1 titers remained at the base-
fine lovel during the treatment oh day 10 and were also
highly aignificently suppresaed 6 deys after ceasation of
IL-2-ig@2b FP injections (Fig. 2). The untreated, OVA-
sansitized mice showed the expectad sxponential incre-
ment of IgE and igQ1 until day 16 (Fig. 2). igM produc-
tion of umreated, sensitired mice paaked at day 10 and
declined after 16 daya to lsvels comparabla to thoee of
FP-treated mice. Instead, IL-2-igG2b FP initially slightly
induced igM production, followsd by significant aup-
pression on day 10 {Fig. 2). Control Injections of murine
igQ@2b slons had no sffect on the antibody responss 1o
OVA sensitimtion (data not shown).

In summary, while IL-18-IgG2h FP significantly stimu-
isted a Th2 enibody reaponse pattsm In this mouss
madal, IL-2-ig@2h FP inhibited It

23 IL-18 enhances total igE production by OVA-

sensitized spleen cells in vitro

To analyze whether IL-15 stimulates a simiar Ig synthe-
ala in vitro aa obeerved in vivo (Fig. 2}, spleen cells from
OVA.-sanaltizad mice were analyzed for ig production in
vitro. Thesa exparimsnis wer designed to explore
whether IL-16 stimulation i vitro also Induces a priming
of Boelia for @ Th2 type pattem of amibedy production
{Le. IgE). or whather tha dramatically enhanced antbody
tiers in vivo efter IL-15-ig@2b FP treatment simply
reflect non-specilic Immunostimulatory propertes of
IL-15. Splean calla from OVA-sensitized and unsensl-
tizad control mice were incubated with medium, OVA,
OVA4IL-2, OVAHIL-15, OVA+IL-2-igQ2h FP, or OVA+
IL-1549@2b FF for 10 days, and totel IgE tera ware
determined by ELISA.

OVA stimulation of splenocytes from OVA-asenaitized
mice Increased the Th2 type IgE antibody production in
vitro. Addition of either IL-16 or IL-2 significantly
enhanced this antibody production n vitro {p < 0.05),
compared t3 OVA stimulation alons (Fig. 3). Co-

N\
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stimulation with OVA+L-15-ig@2b alsc Increased the
IgE production highly significantly in vitro {p < 0.01) as
had bean observed in vivo. Addition of IL-2-IgG2b also
stimulated IgE production algnificantly above basefine
levels (Fig. 3). Thie atimulation of a Th2 type igE produc-
tion by elther IL-15 or IL-15-1gG2b in vitro supporis the
concept that IL-15 can induce and/or promote & Th2
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immuntzed by 1,p. Injactiona of OVA on day 1, 7, and 14 and
were olther loft Untrestad (OVA) or were treatad with 20 pg
IL-2-igQ3b (OVAHL-2-igG2b) or with 40 ug IL-16-lgG2h
{OVA+L-18-igQ2t) twice delly from day 1 to 10. Controls
worg lefi unsenaliized, Ssrum samples wera collacted on
daya 7, 10 and 18 after Immunization and analyzed for OVA-
epedific IgE, igG1 and igM by ELISA. Units were calculnted
by compariaon tc a previounly genarated internal standand
eerum from OVA-senalized BALB/c mice [26). As expecied,
corttrol mice pracduced no OVA-apeciiic entihodles, so the
valuss for the control group ware sat to the detection Emit of
the ELISA. One represantative out of thvee Indepandant
axpariments, which gave similar results, is shown (mean =
SEM of five mice'group, * p < 0.05; ** p < 0,001 compared
to OVA-sansitized, urtreated mice by Mann-Whitnay-U
tost).

immune responee pattem, a.g. by providing a potent co-
stimuigtory signal fo sanshirad B calla to initiate and/or
enhance Th2 aribody production in vitro and in vivo.

2.4 IL-16, but not IL-15-IgG2b, stimulates IL-4
ssoretion in vitro

As a firet step towarda diasecting how IL-16 mgy pro-
mote Th2 respornses, the eflect of IL-15 on ths releass of
T cell-derived cytoidnes in vitro was analyzed and com-
pared to that of IL-2. Preduction of IL-4 and IFN-y i vitro
was measured, since these cytokines ara used 1o define
ThO, Th1 or Th2 effector functiona [32, 33). For this pur-
pose, splesan cails fram OVA-senaitized or unsensitizad
contre! mics, none of which had been treatad with the FP
in vivo, were stimulated in vitro whh medium, QVA,
QVA:IL-2, OVA+IL-15, OVAHL-2-1g32b FP, or with
OVA+L-15-lgGzb FP.

in vitro incubation of spieen celle sensitized i vivo with
OVA Inducad the expected IL4 production, while the
combination of OVA plus IL-2 or IL-18 was more potant
in stimulating significant IL-4 production, compared to
QVA stimulation sione, with a meximal iL-4 release seen
after OVAHIL-2 addition (Fig. 4). Unexpectedly, co-
stimulation with OVA and IL-2-gG2b FP or IL-15-Ig@G2b
FP coukd not enhance the [L-4 production in vitro above
the lavals of stimulation achleved with OVA alone (Fig. 4).
Tcalla from unsenaltized mice produced no detectable
IL~4. Thesa data suggest that the stimulation of Th2 type
Ig production by IL-15-igQ2b FP in vivo Is unlikely to be
mediatad via an enhanced releasa of IL-4.
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Figure 3. 1L-18 induces IgE production by OVA-specific B cells in vitro. Spleen cells from four unssnsitized cantrol, or four OVA-
sahsitized, non-FP-trextad mice ware Incubatad in triplicates for 20 deys with medium, 25 po/ml OVA, OVA+ 10 ng/mi IL-2,
OVA+ 10 ng/mi 1L-15, OVA+ 100 ng/rn! IL-2-1gQ2b or WA+ 100 ng/mi IL-18-IgGb. Total igE production was determined by
ELISA. The mean = SD from two represantetive out of three ssparate sxperiments, all of which yielded similar results, Is shown,
Significance was analyzed In comparison to OVA-stimulated splesn cells by Mann-Whitney-U test (" p < 0.05; ** p < 0.01).

.\mpdunmﬂnlmthanhmmm- tired control spisen calls. That IL-13 did not stimuiate
tion of aplean cella revealed intereating functional diflar IFN-y raloase, evan though the iL-15R shares the p- and
ences betwean IL-2 and IL-15. Only the administration of y-chalna with the IL-2R [2, 3, 8], further suggests the
OVA In combination with IL-2 induced high IFN-y pro- existence of important functionnl differancea batwean
duction by both OVA-semsiilzed (p < 0.05) and unssnsl- both cytoidnes [7].

IL-4 IFN-y

. B QVA »OVA
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Figure 4. IL-15 stimulates iL-4 but not IFN-y production in viro. Cells from four unsenaltized control mica (opan bars) or from
four QVA-senaltized, non-FP-traated rmice (black bara) were stimulated (n triplicate for 8 days with medium, 25 pg/mi OVA, OVA+
10 ng/ml IL-2, OVA+ 10 ng/mi IL-18, OVA+ 100 ng/ml IL-2-igGizb, or OVA 100 ng/m! iL-15-igG2b FP: The detection Iimit for IL-4
and [FN-y waa 100 pg/ml. Experimernis wers repsatad thres times, and the data ware pooled, since all experiments gave highly
comparabla resulis, Shown s the mean = SD. " p < 0.08; Mann-Whitney-U teat compared to OVA stimulation alone).
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3 Disoussion

Here we show that IL-15-1gG2b FP accelarates and
enhances the Induction of allergen-specific IgE and IgQ
sntibody production in an in vivo model of aliargic senal-
tization, but falls to mochists a DTH responsa in vivo,
while IL-2-igG2b FP inhibits both.

Intriguingly, coupling of the same IgG2b tall to two dis-
tinct cytoldnaa had dramatically different effects on the
blological activity of the new FF, compared to thoss of
the original cywokines. While IL-15-IgQ2b FP reproduced
and avan anhanced i vivo the sflfects soen for IL-15
alone in vitro, [L-2-1gQ2b FP rather acted a8 a functional
antagonist to IL-2 in vivo,

That injection of IL-15-lg@2 did not significantly modu-
late a standard Tht reaponse (DTH) ls In IIne with recent
dsta from our laborsrtary (34} obtained using @ second
murine Thi model, nemely Tcefl-madiated contact
hypersensitivity (CHE) reapanse tn pleryl chioride [35].
IL-15-lgQ2b FP, ariter aystamic or local Injaction, did not
affect the sar sweling meaction to hapien challenge,
wheraas IL-2-igG2b FP aignificantly suppreased this
reaction [34). That IL-18-1g32b did not altar the ThY
.npwuhbmmmunmodchemmm
rule out a role of endogenous IL-15 in the control of Th1
responass. For axampie, the constitutive amount of
endogenous IL-18Ra ligand presant in both models may
have fully sufficad to allow the developmaent of a maximal
DTH or CHS responae, which IL-15-ig@2b FP waa
unable to stimuiate any further. Thus, all one can con-
chuda fram the lack of modulatory aifects saen by IL-15-
Ig@2b adminiatration in these Th1 models Is that this FP,
in atriking contraat to the |L-2-lg@2b FP [31), has no
antagonistic effecta on ita cognate raceptor in vivo.

The previously reported /n vitro effect of IL-15 on acti-
vated Bcalls, Le. induction of a polycional Ig production
and proltferetion of activated B cefla in vitro {13, 36, cor
reapords well o the enhancement of IgE and lg@1
observed hore (sse Figa. 2 and 8); the IgM production
was slevated after 7 days FP treatmant, suggeeting the
initial stimuiation of Beell activity. However, the IL-2-
Iga2b FP may block the claas switch to igQ or igE,

re suppreasing significantly the lgQ1 and IgE
thers, while IL-15-igG2b FP accelarates the H-chain
gene rearangement, resuling in massively snhanced
IgE and IgG1 production siready 7 days after the firet
OVA sensitization.  now remaina 10 be clarifted whether
this elevated IgE/igG1 represents an axchusively co-
etimulatory effect of IL-15 on Th2-primed B cells, which
have alieady undergone the IL-4/1L-13-madlated Ig class
switch to igE/NgG1, compared to the polycional stimula-
tion Ig syntheals of IL-2 [37]. The stimulation of IgE/igG1

Th2prome  bylL-15-gG2b a7

production by IL-15-1gG2h /n vivo suggests a Th2-
specific effect on Besl function. However, our in vitro
data {Fig. 4) sugzast that induction of IL-4 releass [8
unilisly 10 play & major rela in thia phenomenon. There-
fore R will ba interesating to dissect whether IL-18-igQ2b
hnelf can actuslly induce 5 Bcel Isctype clase awitch.

Prefiminary FACS datn suggest thal the i_-15-1g@2b FP
binds not only via IL-15R tat also via FeR to Bealle,
aince blocking of the IgQ tall of the FP with an antbody
signiicantly reduced the binding of the IL-15-IgQ2b FP
to B cells (Bulform-Paus et al., unpublishad obsarvation).
Stch a reduction of binding was not seen with the IL-2-
Ig@2b FP. Sinoe tha [L-15-1pG2b FP binde to Besll FcR,
It s concelvable that FP-mediatad crosa-linking of FcR
with componentn of the IL-16R promotes the activation
or clans switch of B cells. However, our data indicata that
the modeat sflact on antibody production shown in vitro
upon IL-15 stimulation can be etrongly sugmented by
the uea of IL-15-ig@2b in vivo (compare Figa. 2 and 4).
This might be mediated by binding af IL-15-Ig@2b FP to
ather IL-15R- and/or FcA-expressing cell populations
{a.g. antigan-presanting dendritic cell), which are act-
vaiad by the FP and provide potent oa-stimulatory sig-
nals to Bealls in vivo.

Given the potent Inhibitory effacts of IL-15 on Besll
apaptosis in wiro and & vivo [20], prevention of Besll
apoptcala may also result in an enhanced B cell prolifera-
tion with a concomitantly higher Ig production,

Tha iL-2-1g@2b FP, In contrast, abolished axciusively the
antigen-speciic immune response in vivo, while Rt
induced in the same modals unspecific T and B cell actl-
vation. IL-2-igQzh FP-treatad mice showed significantly
enhanced expresalon of the Tcell activation marker
CD25 (IL-2Ra) ap well a threefold profiferative responee
compared to OVA-ssnsitized, non-FP-treated mice ax
vivo after mitogen (not after antigen) stimulation
{Bulfone-Paum et al., unpublished observations). How-
aver, the axact mechaniams of IL-2-igQ2b FP-mediated
immunoauppreasion ramsin to be ¢larified. inhibitlon of
T call homing to the inflammation eite after antigen chal-
jenge or induction of IL-2-mediated activation-induced
call death after antigan restimulation {38] are likely to be
the reason for T call unresponsivaness. In B calls, IL-2-
dependent suppreasion of Ig class awitch to IgE/gQ1
may be responsible for the subsiantial inhibitlon In the
Th2 OVA madel j38).

Though the underlying machanlems awalt eystematic
analyala, the obeervations of this pliot study auggast that
the IL-15-igG2b FP may ba axpiolted clinically as a tool
for boostering in vivo humoral immune reacilons such as
tha antibody rasponse in heimirth infection, or vaccira-
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tion afficlency 40} In contrast, because of Rs potent
immunosuppressive propartise In vivo (Fig. 1 and 2, [31,
34}, IL-2-ig32b FP should be systemstically sxplored as
a ciinically potentially useful suppresacr of daletarioua or
unwanted Th1 or Th2 typa immune reaponses.

4 Msterisls and mathods

41 Fusion proteina

The IL-15-gG2b FP and the iL-2-gG2b FP werne produced
as previoualy described [20, 31). For in Wvo and in vitro ysa,
both FP ware diutad In PBS without addiion of any steblilz-
ing agent, and starlle fitered,

4.2 Th1 modal of OTH maction to SRBC

The asasy followed our previously desarthed protocot [31).
Briefty, 7-8-week-old C57BL/8 mice (five mice/group) were
obtained from breaeding colonies of the Fres Uiniversity Berlin
animel facliiies. All mice ware sensitizad by L.v. injection of
4 x 10° S8RBC In 100 ul PBS. To assess the DTH reaction,
mice were challengad 5 days after immunization by injection

of 2 x 10° SRBC In 50 ) PBS Intrecutansously into the iaft

hind foctped {(spacific swelling). Non-immunized mice were
injected with the sama doee of SRBC to datermine unspe-
cific awalling, as described [31]. Forty micrograms of the
IL-16-ig@2b FP or 20 pg of the IL-2-IgA2b FP were injected
i.p. every 12 h in 200 ul PBS for 5 days, untll 12 h efter the
antigen challengs. The amount of the injected FP wes cho-
sen based on the results from our previovs studies [20, 31).
Control groups wera Injected with murine IgQ2b (B8 pg In
200 u PBS) or single IL-2 Gyg In 200 PBS) or IL-15
{025 ug/200 pl PES) alone, but no diferancea o vehicle
control-injectad mics wens obeerved. Swelling of the foot-
pad was measured 24 h and 48 h after challange with a dlal
gauge caliper (Ocitest OD 100 T80; H. C. Kroeplin,
Schidchtern, Garmany). Al experimants wera repaatad thres
timas with five mice/group, and data wem pociad, since all
spariments ylakied highly comparabie results.

Six daye after primary Inmunization, ssrum was collectad
and hemaggiutinin titers tv SABC were measured ss

[P1]. in brief, the serum was incubated at 88°C for
30 min and diiuted weing 150 mM NaCl with or without
0.78 % 2-ME In serlal log 2 diktions. Of a 0.5 9% SHEC nus-
pension, 200 ) was addad to 200 yl of the serum dilutions,
Incubated at 37 “C for 30 min &t room temperature for 2 h,
and at 4°C for additions! 12 h. The sarum hemagglutinin

tiers are the highest log 2 diiution steps In which hemagglu-
tination could stll be determined.

Ew.J. ‘mol 1908, 28: 3312-3320
4.3 Th modal of allergic senalitzation to OVA

The praviowusly deacribad mouse madal of aliergic senaltics-
tion to OVA was used, empiloying BALB/c mice [29]. Tha fol-
lowing stixly groupe, each comisting of five famale, 7-8-
wesk-old, BALB/: mice from the bresding facilties of the
Fres Uriversity Barin war analyzad,

Corntrol animals wers injacted with 200 d PBS (= FP vehicle)
twice a day. OVA: mice ware sanaitized to OVA (10 pg
adeorbad to 1.5 rng AKOH)/Injection; OVA grade V|, Signm,
Deaissnhofen, Gameany) by |.p. injactions on day 1, 7 and 14.
OVA+IL-18-igG2b: mice wemns sensitized o OVA and were
treatad Lp. svery 12 h, siariing 2 h before sansitization from
day 1 untll day 10, with 40 g of the IL~16-ig@2b FPin 200
PBS. OVAHL-2-igG2h: mice weras sensltized to OVA and
were trested Lp. evary 12 h, starting 2 h before sansitization
from day 1 until day 10 with 20 ug of the IL-2-ig@2b FP In
200 4l PBS. Tha amount of the injected FP was choaen
based on aur previous studies [20, 31). Additonal controle
ware [njeated with igQ2h alona (B ug In 200 ui PBS). Serum
sifnpies Were collectad an day 7, 10 and 18 for determina-

tion of sefum I titers s explained balow. All expariments
were repeated thies thmes.

4.4 g BUSA

Datarmination of serum OVA-specific IgE, 1g@1 and igM tier
and of total IGE fars In ssrum and total IgE In cell culture
supsmatants wne performed by ELISA, ss previously
describad [26]. Allergen-specific antibody titers of the ssrum
samples were related to standard pool serum, generated
from hyperimemunizad BALB/¢ mice and arbitrarlly acsigned
the value of 2000 L/mié [28]. The detection Amit was 1.9 ng/
mi for total IgE, and 1 U for OVA-specific antibodies.

4.3 Cell culture and cyinkine ELIGA

Single-call suspensions of splesn cells from unsenaitzed
control mice and from OVA-sanaitized mice (1 x 10° celis;
four mice/group; expariments were repested thres times)
were Incubsted with sither medium (RPMI 1840 supple-
mented with 10% hest-inactivated FCS, § mM ghutaming
100 pg/mi streptomyein, 100 U/mi panicliin, and stimulated
with 10 pg/mé OVA (Grade V1, Sigme), OVA+ 10 ng/m} IL-2,
OVA+ 10 ng/mi IL-15, OVA+ 100 ng/mi IL-2-IgG2b or OVA+
100 ng/ml IL-15-gGi2b. Culhure aupematants were har-
vestad after 8 days for detarmination of cytoldne production,
and sfer 10 days for total ige production in the supema-
tams. iL-4 and IFN-y In culture supematants were measured
by ELISA using monocional rat anti-mouse IL-4 {1 pg/mi) or
IFN-y (3 ug/mi) and blotinylated sscondary monocional sntl-
mouse iL-4 and ant-mouses IFN-y antibociles (Pharmingen,
Hemburg, Germany) following ths manufacturers instruc-
tione. Detaction I'mits ware 100 pg/mi for IL~4 and for IFN-y,
respectively.
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4.0 Statistion! analysia

Reuults are presented 4¢ mesn values = 8D as indicated in
figure lagends. The Mann-Whithay-U test was used to deter-
mine the level of statistical significance ('p < 0.05;
“p <0.01).
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CD40-ligand (CD154) gene therapy for chronic lymphocytic leukemia

Willam G, Wiarda, Mark J. Cantwel, Sandra J. Woods, Leure Z. Rassent, Charies E. Prussak, and Thomas J, Kippe

Chronle lymphooytia lsukamia (CLL) celle
can bs mede to axpress recombinamt
CD40-figand (CD154) by trahaduction with
# replication-defestive adenovirus vector
(Ad-CD134). Ad-CD154-transduced and
bystander leukamin ¢olls becoms highly
sffective antigen-presanting calle that oan
induce GClLL-spacific autslogous cyto-
tonje T lymphocytss In viire. This atudy
invastigatad the immunclogic and clink-
oal responuas ta infusion of autologous
Ad-CD184-CLL oulia In patients with CLL.
After 2 one-tima bolus infusion of autolo-

gous Ad-CD184-trunsduced lankamia
calls, thers was inoremsed or de novoe
axpreasion of Immuno acosssary mok
eculas on bystander, noninfected CLL
oalis In vivo. Treated patiams slso devel
opad high plasma levels of iterieuldn-12
and interferon-y, the magnitudes of whish
cormysponded to absoluts hiced CD4”
T-2all counts before therapy. On sverage,
patisnts axperisnced a graatar then 240%
increass In sheolute blood T-call counta
within 1 to 4 weels of trestment. More-
over, ireatment incressad the numbers of

isuiamin-epacifio T celis, demonstrated
by sutologous ELISPOT ssaay and mbead
lymphecyts resetions. These blclogle o
facts were mesoclind with mductions In
joukamia call eaunts and lymph node size.
Trestment &id not induce sutolwmume
thrombooytopania or hamolytic anemis and
no dose-Emiting ‘oxicily wae obsarved. This
spproach may provids a novel and effective
form of gens therapy for patients with this
dissasa. (Blood. 2000:90:2517-2824)

Introduction

©2000 by The Amarioss Sockety of Hamablogy

Chronle Jymphooytic lonlemia (CLL) (s the mos common aduit
lcukemis in the United Suea.! N is cherscterized by progressive
eccummistion of well-differantinted malignant monoclonal B lym-
phocytes lo blood, lymph nodes, liver. tpleen, and mugrow?
Progression of tha diseage is typified by increases in blood
lymphocyts count; Incroases in the sizo of lymph nodes, liver, and
ipleen; ond advencing snomis and thrombocytopenin. Although
chemotborapy may palliate sympioms, there is oo establighed cire,
This necassitates development of new weatments with s ditferent
mechanism of action.

Scveral fentares of this discsse suggest Lhat immune-baged
stratogics may have thempentic potential. CLL B cells aro slowly
dividing, monocional B cells that express differentiation antigesis,
major histasompatibility complex (MHC) clags T and Tl molecules,
and wurthoe Immunoglobulin (Tg).2? The Tg molecules expressed by
the CLL B oells have festures thot distinguish them from the Ig
rouleculos exprassed by normal, aunmalignant B cells, even when
cocoded by nonmutated Ig varishie region genes** Aleo, corplax
cywgenctic abnormalities frequently sccumulate over Umas in CLL
B cells. 343 These genctic differences could result in CLL-speific
antigens thet may be recognized by the host immune systom,

Howover, despits expresting high lovels of MHC class Jand 1T
molecules, CLL B cells are inoffective antigen-presenting cells
(APCs). lneed, CLL B cells are unable t stinmulaic even normal
allogentic T cells i a mixed lymphocyte reaction (MLR). %1 This
in dus jn punt to their lack of important costimulatory surface
mojecules, fich a8 CD80 amd CD86, which arc neceamry for
ciicient T-cell nctivarion hH-1¢

We found that sctivated T cells covld induce CLL B cells to
become cffective APCs.’ This affect was medinted largely by the
ligand for CD40, designated CD154, CDL54 is 1 type 11 membrane
glvcoprolein tat is expressed wansienily by activated CD4* T
coils.” Normally, CDI54 engages CD40 on potentinl APCr,
imfuding B cells, monacytes, and dendritic colls, and Induces

- exprostion of accessory surfhce mokecules that are Impartamt in

cognale costdmulatory coll-cell nteractions. CLL B cells cxprss
CD40 and also erc induced to express de novo or echanced
emounts of CDS4, CD70, CD80, CD86, and CDYS, following
CT40 ligation in vitro. Such phenotyple changes allow thege cells
w thaction an <tFoctive stinulators of allogenvic or sutologous T
cells in a mixed lymphocyie caliure.!* Canceivably, such activated
nocplastic B cells also mxy prosent tumor-associstad antigens to
sutologous T cells, allowing for the immune rejection of tumor, as
recontly obsarved in animal models of B-coll lymphowma. 199

The CLL B cells can be transduced in vitro with high-tieer,
replication-defective edenovirus vector to exprass high Jevels of
wsnagene.?! A repliesdon-defoctive adenovirus vector was con-
suncted uging erotype $ adenuvirus in which the E1 region of the
viros genome was roplaced with the gene encoding murine CD154
flanked in the 5' dircetion with & heterologons cytomegalovims
{CMV) promoter, and in the ' direction with a bovine potysdonyl-
otiou signal (Ad-CD154). Substxntial numbers of CLL B erlls van
be tranadneed in vitro to express the CD154 ransgene using this
mdennvirus vector.! Expression of CD1S4 cansgene by CLL B
cells simulates exposure of these cells w activated T cells and
induzes loukemin cell exptession of Ionymne costimulatory surface
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molesules. In addilion, CLL B cells that express CD154 can tnduce
noninfocted, bystander CLL B cclls to express such smfhce
molecules. When tested in vitm, Ad-CD154-infaated CLL B cells,
but not CLL calls infiecied with s sdenovirns vector encoding mm
irrolevent transgens, could stimulste allogoncic as wall a3 sutolo-
gona T ocells in an MLR, thereby inducing T-oell praliforation and
produsuon of Iaterferen-y (IFN-y), Monesover, Ad-CD154-Infecsed
CLL B calls, but not CLL calls infectod with a contral adeaovires
vector, could induce gensration of oytotoxio T lymphocytes (CTL)
againet noninfected mstologous CLL B oells in vikro.!" Becausa
thess in vitro studies suggeated that Ad-CD 154 potenthlly could
elicit a therapeutic host antilenkemis immuns response, wo pes-
formed & phase [ doso-cscalstion study assesxing the wisty of
administring s single intrevenous infhsion of mutologous Ad-
CD154-transduead Jenkamia oalls to patlents with B-call CLL.

Patients, materials, and methods
Patisnts and CLL B-cell transduction

Eloven pationls werv onwred iow tw sonly (Teble 1). All patisots had
progressive inermediate ar high-risk CLL by the modifiad Ral criteria
Four of the patlents previously were ireated with chemotherspy. All patients
hasd perfonaos stetms of 0 o 2, Hife expecaancy of more than 3 months,
and nenmal renel, hepetic, sad pulmonary fonstion on stady entry. Also, all
puticnis bad evidwnee of serum antibody agalos AdS adenoviras by Western
blot mnalysia (daia not shown).

Blood monanticlesr eells were inolmed via density gradieat contrifugation
and then infeeted for 24 hoors with high-titer replication-defbetive Ad-
CD154 In a Good Mamuiohuring Practices (OMP) facllity, as described.d!
Follewhig infeetion, the cells were washed extensively o remove free vims
wnd viably frezen In 0% dimethylsnbionkic (DMBO) for sumag in Hquid
wnitrugen. An aliquat of cells was taien bofore frenzing for bactarial cuhure
{o cnmure sierility. On the day of treatment, the transduced cells were thawed
und washod bufor: Inirevenuits Infiliion. The autvlogots tasiducad cells
were adminicered an a xingle intravenous boles infuslon over spprovi-
maicly 10 minutce,

Mononucisar call and T-call isolation

Whole blond was eollected from the patiamts imo heparinfeml tihes and
then spun st 100g for 10 mimnes. The plaimts wis recsoved and then stored
at ~80°C, Mononuclesr ceils wore iguiated via Ficoll-Hypagquo deniity
padient eentrifugation oo Hisopaque 1077 (Sigma Chemicsl, St Louls,
MO} Following lvistion, tho culls wae wakcd snd soepended in
RPMT-1640. Aulologous T cella were isoiated nting xnli-CD#4 and snti-CD8=
conjugnted magnetic beads where indleatod (Dynal, Lake Success, NY),
For thid, the mononuclcar cells (| X 10°) woro incubated with magntic

Tahin 1. Petiart chercteristics snd AD-CO184-CLL dess

BLOOD, 1 NOVEMEER 2000 - VOLUME 08, NUMBER 0

bewds (200 pliouch) for 1 hour at 4°C. The estimsied ownbar of

per T cell was 4 to 10. The magnetio boad-bound CD4* and
CD8* crlls were washed and alnted by DETACHaBEAD (100 uL) fior |
Lour ol ronm teraperanure. Over 5% of the lsolated colls exprossed CD3 as
uszesmed by flow oytometry {(dath not sghoun),

Revearss transcriptase~-polymarass chain resction

Tolal RNA was isolated from 35 X 10* hlood mononuclear pells waing
RKNeaxy kil (Quisgen, Chaigometh, CA). First srand complementary DNA
(aDNA) was synthealzed ualng § pg of lotal RNA, ée Separscrips cDNA
nyxntheais kit (GIBCO BRL, Quithersdruy, MD), snd oligo-dT primera. Tho
reidilnal RNA was removed with RNA2sH and ane fomth of the eDINA was
ticd in o polymoreso chuin mwotion (PCR) raiction. The PCR resctions
were porformed for 30 cycles in 50 pL of 1 X Bochringss Mannbeim
smpiification balTer {Indimapolly, IN), Taq polymerass, and 208 pmol/L of
dNTE Primers for the murine CD134 consisted of the sense primer
5'-GATGAGGATCCTCAAATTG-Y' snd the antlsenze primer 5°-GTT-
TCTAGQATCAGACGTTTGAGTAAGCC-3' (ul 346-713); thesn amplified a
#37-bp fragment of the 3° end of the CD134 maloeute. Ooe it of the
amgtified PCR procuot was visslized on 8 1% sguoes gel by sthidtem

trocalde wiaining,

Enzyma-linked Inmunosarbent asazy
for plesma oytokines

We muusured the Lovels of plasma cytokines by enzyme-linked imsrenosnr-
bext aaswy (ELISA). We added sntihunan IFN-y, intarlenkin (L), TL-1m,
1L-4, ar tamor aecrosls factor (TNF)-a eapiare antibody (FlarMingsn, Sso
Diego, CA) at 10 pg/mL phosphate buller {0, 1 mol/L Na;HPOy, pH 9.0) w
individini wells of & 96-well ETA/RIA A2 ELISA plue (Costar, Com-
bridge, MA). After an ovenight incnbation ar 4°C, the jlates were washed
twice with wash baffer (0.05% Tween 20 in saline
[PB3]). The walls then were filled with PBS conteining 10% fotal ealff
saum (PCS) 1o block residnal protein-hinding sclivity. The plaucs were
waaheil 4 times with wash tmffer and incabated ovemnigit with the patient
plaima samplss al 4°C. Recombinont human [FN-y, IL-6, IL-la, TL4, or
TNF-ux wi used for gandard curve (1:2 serinl diterions la detoction baxffer
(107 FC8, 0.057% Twean 30 m PBS). The pistes were washed 4 thmes in
wah tutfer sud lacubsaied fur | buor ar mom iemperamne with biotdaylared.
mouse wlihuman [FN-y, IL-§, 1L-1g, [L-, or TNF-a (FharMingea) 5
painL in detection buffer. The plates were washed twios and treate] with
Avidin ind blotinylsicd horscradlih peroxidase (Flis Veciusain, Vocior
Loborwtarics, Burlingeme, CA) for | howr ot room -2 md
IL-12 {70) concevmrations were detoernined using OpEIA BLISA kin
(PhurMingen, L Jolla, CA). After the plates were washed § tves, e
siborate TMB peruxidase was adided (Kirkegannd & Penry Laboratorfes,
Cabthershrg, MD). Tho OD at 450 om was measured uslag sa ELISA
microplare resder (Moletobar Dovices, Menlo Purk, CA) snd cylokine
coneentrs Hons were eximpolated from the smadard curves.

Pior Probwalmant Vinkls calla

Patient Aguigandar Roal simgaivink chamatherapy iymphocyts counr Qroup wdministored
o1 Otimals Intarmedate Ne [ H Plat 10 109
o2 O4imain Iiniarmedisia Y= o Pliot 14 x t0?
003 S5Tivnle Iinlarmadiats o n 1 A8 X fO¢
b Safamain IAnilarmaciale Na n 1 30 % 0¥
006 Slimais {Anlarmodials Yau 2 1 1ax e
[ ] T5imaln Wintermadiate No v 2 L1x 0P
007 Tlamaln lihigh Ne 22 2 o.ax tor
o008 il Whigh Yol T 2 70 x 100
oop BBimals (Vinlermadisle Na a8 3 7% 108
o010 imaln IAnteremndlate Yea 301 3 L0 x i
o1 Mimals Niigh No 108 3 28 100

"Lymphwayia counl X 10~me? of Bleod prier io sulephereals.
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ELISPOT sasay

Qos lundred microliters of anti-1FN-y antibody (slone no. 2G1, Endogan,
Woburn, MA) at 10 pg/ml In sterfls PBS (pH 7.4) was added to each well
of a 96-wall nitrocelluloss piste (Millipore, Bedérd, MA). Afler an
overnight incubstion st 4°C, the plaies weye washed 4 thmes with sierile
PBS. Rasldual protein-binding altes were blocked by adding 200 pL/well of
PB3 coniaining 1% bovine secum afbumin (BSA) or 10 FCS fix a
3-minute or longer incubstion st 37°C prior to adding cells. Serlal
dilutions of autologous T cells ruspended in sarum-free ALIM-V modia were
mided to separme walls of the micottier plais (100 pLAwell). A flxed
aumber (1 X 10* cella/well) af CD40-aotivated aciologous CLL B yiimule-
tox oclls was added to wealls w give virylng respondec/stinmisior ratios, The
CD40-activaied avitlogous CLL B calls wero prepared from leukapheresls
mxoucioar sstls by aliuring the colls for 48 hours at 37°C alther with
Hela cells tmacfpcted to supress human CD1M or with their culture
spernstant, which eontained approximsisly 5 ng/ml soluble CD154, az
aasessed by FLISA. ATl stiay medis contalned recosnbinmt IL-2 of a final
conceatration of 25 U/ml. The marine untf-HLA mAb W6/32 was added to
& fioai concentration, of 10 pg/nl. to soms of the wella, a1 indioated. The
plates wers Incubated for 48 bours s 17°C [n & 3% OOy incubator, washed
Pec of cells 4 timm with PRS, and then waahed 4 tines with PRS
coniaining 0.05% Twee 10, Ome hundied microlitors of biotdnyhued
secondary anth-1FN-y anifbody (clane B131.5, Endogen) was addod to asch
well ot | pp/ml in PRS comiaining 4% BSA. After | bour of incubaton at
370, the wolls weiw wathed 4 times with PBS with 0.05% Tween 20. Than,
100 pl. of bomecadish pamuidase (HRF)-conjugeted Streptavidia at 1:500
conoentration in PRR with 0.05% Tween 20 was added to each wall. The
plates wary inoubsied for 30 mburies 2 mom tomperature, The wells then
were wathed 4 timea with PBS contalnlng 0.05% Tweea 20. Fresh ABC
substrate was prapared by distolving one txblet of

(Sigme) ip § L dimethylformamide and then diluting this into 45 mL of
sodium scotals bullh, pH 5.0, that conialns 25 ul. of freshly addod 30%
hydrogen paroxids. Then 100 pl. of AEC subsirate was sdkded 1o sach well
nnd the plaics were Incubated for $ minules or mare st room tempashure.
‘The substrate solution was discarded and the plates were rinsed with tap
water mnd air-dried Afir the plsies were completely dry, spots ware
counted for each well mammlly with s storeomicroacope.

Results
Infusion of Ad-CD184-~transduced sutologous CLL B calls

Eloven paticnts with progressive, intermedizte or high-risk CLL by
the modified Rai criteria were trented (Table 1). Putiems recsived
their sutologous transduced cells sn sverago of 44 * 23 days aler
leukapheresis (mange, 10-77 days). Hive paticnia recelved approxi-
malsly 3 X 10* (pilot group and group ), 3 received approxi-
mataly 13 10° (group 2), and 3 recelved opproximately 3 X 10
(group 3) sutelognas Ad-CD154-transduced CLL cells according
to n dosc-cecalation design (Thble ).

Fewer than 8% of the leukemia cells from the first 2 patients
{pilot group) expressed deteclable levels of the CD154 tranagenc,
a5 asseased by direwt monoclonal ameibody (mAb) staining and Aow
tywmeuic annlysls (Figure 1A). The 2 patients in the pilot groop
did not bave a discernihle clinical respunse to the infusion. On the
other hand, approximately half (49% = 11%) of the CLL calls of
patients in groups 1, 2, and 3 expressed the CD154 runsgens, as
assansad by flow cytomeuy (Figure |A). Moreover, these cells had
20 average mean fluorescence intenslty ratio (MFIR) of 4.8 = 1.6
when sined with a fluorochrome-labeled entl-CD154 mAb versug
s fluorochrome-labelod, isotypo-nrched conuol mAb of irelevant
specificity. As expectud, the expression of the CD'154 u=nagenc by
Ad-CD\ 54-infocted CLL B cells resulied in incroased and/or de
nove expreasion of immuom: sceeusory molecwes, for cxomple,
CD54, CD95, CDRO, and CDES (data not shown).
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Figisru 1. CO134 tranagans sxprasalon by Ad-C04S4-Infeciad CLL B oalls snd
In vive moduistion of costimulstory Molecules on bystander leukamis mlls
following Ad-CD184-CLL infusion. (A) Following Ad-CD 154 infection, hined mono-
musion” calls ware stained with flucrechrome-labeied mAbs spediic for CD19 and
CD164 or w imsisvant spadliclly (lsclyps eantsol). Cells wers anslyzed by mulips-
nemeta; Sow eytomatry. The histograms depict the logarkhmic fuaascancy intanalty
of the gatad CD15* B-osll populstion stainad with mAl) againgt COHS4 or an Wolyps
soninl mAb. {(B) Bioad mononuciesr cells ware laolated from patients immadintely
butors te infusion of suislogeus AJ-CD154-tramducad CLL oalls and on deye 1, 2,
4, 7. srd 14 tharealine. Tha osls were stainad with fuorcivome-labsied mAbs
wpadiiie for CO0 aned anciher surface antigen, ov an lsotype control, as indesbed.
Tha histagnms depict e steining of the gaiad CO10* B-coll popeislion with the
respacihve mAbs or an isotyps contsol mAb.

immunaiogic response to Ad-CD1S4-tranaduged CLL ceils

Using reverse transcripease (RT)-PCR, wo detected expression of
the CD154 wransgene In Dhe blood mononucicar colls of patienis of
puups 1 th 3 for st leaat B hours after the infosion of Ad-CD) 34~
ransduced leukemia cells (Figure 2). However, bysiander Jeuke-
rmia calls that did oot express the CD154 transgeno bad de nove or
enhancod expression of CDBO, CD86, C54, andior CD9S for
sovert] duys after trestment (Figure 1B, Thble 2, und daca o
shown). Such changes were not observed on the lenkemia cells of
peticuts in the pilot group, suggesting that a threshnld mumber of
infused Ad-CD] $4-umnsduced CLL B cells was required for this
eifect. Navertheless, wo did not otherwise discern a clesr dose-
rospanse reletionship berwoen the manber ol nfused Ad-CD1 54~
transduced cells and the extent of the phenotyplc changes on
bystunder cells of pationts in groups 1. 2, and 3.

We examined whether there 'was o sermn facton(s) induced by
the infusion of Ad-CD 1 54-CLL cells that could affect leukermin cell
survivel or exprosslon of immune accessory molecules. For this,
CLL cxils obtained from patients before therapy were cultured for
24 hours ju media mpplemented with sulogous sertm collected
bofore therspy and 8, 24, or 48 howrs aller the infusion of
Ad-CDI54-CLL cella. CLL cells cultured in medin supplesaentead
with 25% scra from any one of thece time poists had the mme
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Fiawe 2. CON54 trenepetv expvevsion In biood mononusicer calls ienleted afier
Infhinion of mislopann Ad-COYIBé-tranaducas CLL osfla. To demanstrets CD164

travigens and the housetesping gene glycerakishytds-3-phosphate dehydrogansss
(GAD) exprssion, RT-PCR waa parfarmad en massanger RNA (mRNA} incteind
from bioexd monenusioer cells fssiated from patient 003 prior to oadl infusion snd 0.5,
1. 2.8, snd 24 hours thareslier. Tha far right lane () represenia RT-PCR parformed
with mRNA preparad from an aliyust of Ad-CO B4-irarsduced oells uved for inkmlon.

relative viability, as ussessed by their ahility 1o exclude proplidinm
iodide (data not shown). Mareaver, we did not ebserve any cne of
these sera In induce leukemin cells o merease their relstive
expreszion levels of CD80, CD86, or CDI5 as amsessed by flow
cytometry (data not shown).

High lavels of Thi-type cytokines were detocicd in the plasme
from patients In groops 1 0 3 afler infusion of Ad-CD134-CLL
cells. Two of the 3 patlents in group 1 and all patients of gronps 2
and 3 had high plaama ooncentrations of IL-12 and IFN-y B 10 48
hours after the infusion of Ad-CD134—tranmiuced cells (Tabls 3).
Pesk IL-12 levels comrelated with peak [PN-y levels by nonparamet-
tic analyzis (Spearman r = 0.7782, 2-uiled P = 017). However,
the TL-12 lcvals waro noted to rise more rapldly and 10 peak sarfer
than that of ths plasma levels of IFN-y (Table 3). In contmast, 10°
CD19* Ad-CD154-infaoted C1.L B cells produced less than 0.2 pg
of [L-12 and less than 0.2 ng of TFN-y in 48 hours in vitro,
suggesting that the Ad-CDS4-transfected leukemin B colls were
not the source of the plama Th1 cyinkines detocied in vive (data
not shown).

Tabla 2 Bysisnder CD18* ieukamin B oells Increxse spresalen
of GO Rollowing trestmant

Mosn Sucrescenos intanally ratio”
Prainfusion Postinfusiean
15 38
13 as

16 1.9
10 18
1.0 28
1.4 22
13 24
1.1 17
13 is

‘Pailant blood wes oblsined prior W (preinfusion} and an the sacond dey
following {postinfussion) trosiment win sutelogeus AJ-CD1S-CLL calls, Mano
nuciear calls wers inclated by Fleal-Hypaoua denslly contrifugation then stained with
fuorochrame-iabeled mAb against CD18 and CO0S and anslyred by muiosior fow
cytometry. Masn fuonacence intenslly ratie B the il of mean fluorescence
Inlanally of CD16* oulis iained with anti-COSE mAb dwided by myan fasscanne
intarally of C16* el innubaied with inatyps contml mab of imaleven spanifichy.

e
- o
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Tebie 3. Cytohine reaponess ioliowing trestment

Pask plesma cylokine lavel i)
12 FNy L4
Fudlenl poimL ngnl pohnt.
003 e 2100 @4) 116 (M)
0o < 10 (i) 80 (M) « 40 {alf)
205 «< 10 (ol <4 [af) < 40 {all}
ues 13§ 274 (M) ol (24)
oor M) 630 () 0 (M)
(] 108 (%) a3 () 121 ()
oo 135 (4) 8000 148} 5T )
1) M@ 490 12M4) « 40 {ail)
an 30 (8) o8l (M) B84 (34)

“Pationt plasms wes evalasind for IL-12, FFN-y, and (L8 by sendwich ELISA s 2,
4, &, 24,48, 72, andd Y58 hours loliowing infusion of sutclogous Ad-CD1B4-CLL calls.
Pretusion {0 h) baseline levals of sl cytokines were balow tha Jeval of detection.
Puak oyickine concenivalions are prassad ex L masn of tripiosle delerminelions
and asiimated from & slsndad Gurve.

‘Wo alw observed increascs in absolute mumbers of blood T cells
following the infusion of Ad-CD154-transduced cells. Such in-
creanes followed the rise in cytokine levels by several deys and
Tasted several weeks. All 3 potients in group 1 had snhetantial
intvenses (206%~-482%) in the sbsolnte nnmbers of blood T cells by
1 to 4 weakn after tha infusion of Ad-CD1354-zunsduced CLL cells
(Table 4). Two of ths 3 patiemis in group 2 had aignificant increases

Tablad. Inorenssd bioed sbsniuts T-oull counly foflowing treatment

Absoluty T-call
count fful ¥
Patlant Day0 Puak % Incresso Waeak

003 coa' 1150 5440 08 1
CD4* L 1250 o
che’ ™ w10 3

004 ooy 0 1200 442 3
chié- 80 800 900
coa* 140 ] 300

008 cor 180 40 m 4
cou* 40 20 400
Coat 120 0 100

000 <o+ [y L e 1
Coa' 300 580 o
che* 520 M10 =

o co3* Mo 4800 10 3
CDa+ 1120 340 1Ha
cos* 1000 120 n

008 cha! 3r10 4880 a3 1
[+ 1 480 0 ass
coa¢ 90 2040 118

00a cm 1080 430 M1 1
CD& 30 350 n
coa’ ) 4430 1168

olo cbha- 4o S500 18 4
ch4- 30 1970 an
cDs" 1040 o 169

oii cos 2450 Bei0 14 2
Cha1 1580 o o
Che* 1580 3010 )|

*“Blocd wa's collscted from pathnts preinfusion (day 0), 1, 2, 3,4, 8, snd 12 wesks
iiowing tresirsenl with AS-CO104-CLL aaila. A compisle bioed count wih menusl
diarentistwes pariommed and mononuciess calls wars lsgipied by Fool-Hypacus denally
canirfupation. Moonucines colls were stained wilh Susrochvome-isbsisd meuss snthu-
rman COA, CD4, and COS monovionsl entively mnd elype aorl tan anshaed by flow
cytametry to obisin peroeet COS*, CD4*, snd CDB* collp. Abpolise T-oall cotnts wane
oaleatatert by mutiplying sheoluts monoruciae— oull count fimes parcant CO*, CD4*, or
COB' eally The nask lma and abwolule T-fel ourd sre depictad.
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{109% and 386%) in the numbers of T cells 1 to 3 weeks afler
troxtment (Thbla 4). Finally, all 1 patienty in group 3 had significant
mcreases (97%-412°%) m the absolnte combers of blood T cells
witkin 1 t0 4 wesks after the Infasion of Ad-CD154-transdoce]
cells (Tablo 4). We cbeexved increases in the absolute anvmbers of
both CD4* and CDB* T oalls, commonly resnlting in absolute
T-cell mmbers of more than 4000 to S000/uL of blood aftes
therspy (Tabde 4).

‘Weowsed m BLISPOT assny to sxamino whether the increases in
abealute T-cell counts after trestment were associated with expan-
slons In the numbers of T cells that were reactive againmt
sutologous CLL B cells. Blood T cells from patients before thermpy
and 4 weals after treatment were cnitured for 48 hours with
CD+0-activated autologous CLL B calla. The proportions of T cells
Induced to make IFN-y in response to satalogons CD40-aotivated
CLL B cclls Incressed aflter trestment. This response could be
partially inhibited by W6/32, a mouse mAb specific for & nonpoly-
morphic deteminant fimmd on all HLA class T maolecules, but not
by s contrel mouse mAb of trralevant specificity (Figure 3 and data
nat shown). Similer reproducible findings were observed in all
patients texted (n = 3, dats not shawn).

Patients’ blood T cells collacted several weeoks afiar trastmant
alsc had increased reactivity againgt autologous CLL B cells
relative to that of hlood T cells collected befors tharapy. T cells
ware collected 6 months after wreatment with Ad-CD154-CLL and
examined for thedr ability to mount MLRs sgaingt suwlogous CLL
B cells. Such T oells produced significantly greater smmmts of
1FN-y in response 1o aniologous CLL B colls than equal numbers of
T cells collectad hefoce treatment (Figure 4A), Furthermare, these
T cofle callected after treatmant focorparated significamly higher
levels of ’H-thymidine in the MLR with sutologous CLL cells than
T cells collected before trestment (Pigure 4B). Both T-call produc-
ticn of IFN~y and prolifsration were dopendent on the presence of
CLL stimuletor calls and could be parially inhikiwed by the
anti-HLA class | mAb, W32, but not by MOPC21, an bsotype
control mAb of irrelevant specificity.

Clinlcal responss to Ad-CD184-transduced CLL calla

Becmuo 97% or more of the binod lymphocyies of the patioats in
this study were CLL B colls (Tablos ] and 4), we mondiored the

T-Pre (Pt 004)
T-Post (4 wha)

cu-n

T +CLLE
T-Pesd + CLL-B
T-Pm+ CLL B » W2
T-Font + CLL-D + Wi/2

0 » 100 180

Precursora/1x10°% T colis

Figure 3. B vive F-eull praduction of Ny in raspones to sliclogous CLL cells
bulipre sl sitar inhusien of Ad-CD154-tranaduced OLL ealls. The data trem T of
3 mpresantatve expasimasnts sn sach of 3 diflerent pellants are presenied. Blood
monenusissr calls ware fscistind fram palient 004 prior i (T-Pra) and 4 weaka after
Irdunien of Ad-CD184-tranaduced CLL culle (T-Post). T oalls were iachried fram thy
bioad monanuciess ealls using CD4- ami CO8-apacific Oynabaieia. A48-twr ELISPOT for
Fiy-pwizing 7 csls was parfeemad ot & resporslesistmulaior raifp of 1:1. The Msen
marber of apote par cuplieate wella it epresesd we the T-call precuraor Feganty per
9 3 10° T eolte. The amer bhavs Incicale the 80 sbout the mesn.
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 Hethymidine (CPM)
Figins 4. Activation and proliferstion of T oalis by sualogous CLL calls badore
ans! alter ik lon of AdCDA 84-transduced C1.1 oslla. T oslls were inslstyd fmm
the Sbod menonuciens calls oolisciad krom patient 003 priot 1o (Pra Rx) and 8 monthe
sfhar inknin of Ad-CD154=trangduced CLL calls (Post Rx). Autalogous CLL B osls
warr infocted with Ad-CO134 far 24 hours st & miliplicly of infection of 300,
Trensduoad oalls wars tresisd with milomycin C (80 pgAmi) for 1 hour and Bmn
washad prior 1 tting tham ss stimulstor oalis (Ad-CD154-CLL) for sutiogaus MLRs
with ‘e lolsted T oniis. {A) Patlant T ealis (1 x 10* oaliswall) wih or without
sulsiogeis stimulstor oulls (Ad-CD154-CLL) {8 x 10° calisiwell) were acided io wels
of a §8-wall pists In serum-free Al-Y madium contsining recombinent -2 at 28
Wl The misine ant-HLA mAD WE/A2 wes sdded 1o o final concantration of 10
pomi. fo somey wells, ne indicaind. Platas waink eubsled for 4 duys of 37°C praf o
harvesting he supamaiants. IFN-y concanimtion In e BUDAMIRANES wms debir-
minad by atanderd eapture ELISA. The graph dapizis tha masn IFN-y ssnesnirstion
of tripicem wells. The srer bars indinety the 8D sbout the masn. (B) Patiart T cally
(1xio'nm1mcmmm-wcmua.u
@ x 10F calia/wall} ware added 10 weis of » 00-wall pinis as deecried In pansi A,
Tt platgs ware incaushaind for 84 haure st 37°C prior to eding 3H-thymiline o ash
wall st 1 uCl par well, The cella were harvesind 12 haurs lnter and he incarpereind

R-thymifine assassad by sainliafion counting. The masn cpm valus of tiploety
wella ar 'nlisated = 80

absolute blood lymphocyte counis tn follow the clinical response 10
treatment. Pilol #udy paticots 001 and 002, who received mstolo-
goas CLL cella of which only 4% or 8% expressed the CD134
transgeme (Figure 2), did not have significant, snstalned reductions
in blood lymphocyte counts (Figure 5A). Although pilot group
patient 002 did have » 30% or less reduction in hlood lymphocyte
count [rory pretreaiment vahics, this was not sustained beyond 3
weeks aflar treatment. Marecvor, 3 weoks alter treatment, the biood
lymphocyis counts of bath patients in the pilot group persisiently
increascd at rates similer to those obzarved before thorepy (Figure
3A and dats not shown), indicating that thess patients eontinued o
have progressive discase.

In comtrast, the patients of groups | 10 3 hed significent
reductions ia blood lymphocyte counts (Figure SA). The blood
hymphocyte counts of 2 of the 3 patiants In group 1 decroased by
68% and 87% from preirestment values within 48 hoars ol infusion
(Figure 5A). Moreover, thase 2 patents had susisined reductions in
lymphocyte countn of 66% and 65% within 2 0 4 woeks after
treatment (Fiyurs SA). Similarly, all patlants in group 2 expert-
enced rednctions in blood lymphocyte counts of more than W%



. ®w
Dayw After iInfusion

Figiwe 5. Recustions. In sheoluts lympheoyia cout and lymph neds sies
fallowing sn infmlan of maclogous Ad-CO1B4-tranecuced CLL cslle. (A)
Completa bload count end menusl dierantisl wers a2 the indiceted S
peinis from the day of Infusion of Ad-CO154 CLL calle (dey 0). Absalule iymphoopte
counin woaes (uliculsbed and ten rovtreilized wih reapect 8 tha lymphooyte count
obieined bakwe ivukspharsals. (8] Lymph nodes sres waa ssasmed by nedal
puipstion n 3 dmansions in right and it cervical, supresisvioulsr, and sallary
mgions, The largest lymph node in each of the right and lelt nedel regions paipsted on
the doy.of -call infusion was sslectad ad foliowed over iime, The totsl lymph node
bufk was ragressnisd s the aum ares of the iargast lymph node in each of the fight
ant ik nodel ragions. The normaliead lymph nede ares represants the wm iymph
node S/ st & pardeulsr §me s u Feslion of mam wres on dey of inkusien (dey 8)
Sman 100,

within 3 days snd 54% to 66% within 1 to 2 wesks after recalving
the infusion of tansduced cells (Flguwe SA) Furtharmare, alf
putiemts in 3 had redoetions in blond lymphooyts coumts of
66% 10 83% wilbin 2 to 3 days and sustained reductions of 49% to
55% within 2 fo 4 woeks afler the infosion of rransduced celln. All
patients of groups 1 and 3 had blood lymphoeyts counts after
thermpy that were below that of pretreatment vahias, Mareover, in
contrast to the pationts In the pilot group, the patioats in grovps 1 to
3 did not show continued progressive incroases in thelr blood
lymphocyte counts for 3 menths or more after treatmmt (Figure SA
and data not shown). The padonts of groups 1 to 3 also experionced
redustions in lymph nods size | to 4 weeks after rocelving s single
infusion of sutnlogous Ad-CD134-CLL cels (Figure 5B). All 3
putients in group 1 experionced & 54% 1o 90% reduction In lymph
node Fize 2 to 4 weekn after therapy. Furthermoro, all patients in
group 2 experisnced a 33% to 83% reduction, and all 3 patients in
goup.3 experianced 75% w 78% reductions ia lymph node siva
within | 1o 4 wecks following thampy. In mosd cases, the reductions
in lymph node sive were suswined for 3 months or more after
troatment ( Figure SB and data not shown).

Safety

The trestment was well tojersicd with no immadisic sdverse
resctions agsociated with infusion of Ad-CD154-transduced cells,
The 2 patients in the pilot group did nol have s discemiblo clinical
respanse to the infusion. Pationts i groups 1 w 3, bowever,
poomally developed finllke symptroma (g, fover, fatigue, arthmd-
gia, myalgia, nspses, and anorexis) by 12 hours after the infusion.
Lexs commen adverte resctions mcluded headache, edema, dehy-
dration, end disrrhea (date not shown). Afler treatment, s fow
patioats developod mild, transicnt elevations in serum tunssminase
Jevels. Somc petients had prolongation of prothrombin time,
hyposalbominemia, and/ar a 40% or less reduction in platelet counts
after tresiment (data nol shown).

The coagulation ahuormalities were not doe Lo disserninatod
intravuscular coagulation, in that no patients developed microsnglo-
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pathic chat,ges in their circulating red cells or had alevations in the
plasmn levals of Akrin-split products (data not shown). Rather, the
prolongation in prathrombin tinte conld be correated by a 1:1 mix
wih contul plasmsa and correlated with en acute, tramsient
reduction in the leval of factor VII {data not shown). Moreover, the
decrosses in plsteles comnts did not correlate with the administerod
dose and were transicot, lasting less than 1 week.

Baoth clinical and laborstory sbnonmalitics were transiont, were
not dose limiting, and resalved within & fow deys after trestment
Nane of the trested patients developed immune thrombooytopenia,
mtojons hemolytic memia, or a positive direct antiglobulin
test. Wo ilid a1 identify a doso-limiting toxicity or &8 maxdmem
toleramd Jdose in this stody.

Hematolgic molignancies sre good candidate discascs for gene
therapy in thay targe quantities of visble neopiastic cells can be
readily harvosted s single-cell aupensions for geoe transtir s
vivo, Dptima! methods for gene transfer and direct measurement of
wansgene exprosgion can be achieved in vitw, allowing for
scontrolizd dose-eacalation studics in which increasing oumbers of
uspsduced, munlogons tells can bo deliversd beck to the pationt,
Neverthejeas, to date there have not been any published reports o
clinical triaks examining the use of gene transfer for the Lreatment
of such disoases,

We developed an immune gene therapy protocal for patienis
with CLL basod an in vitro studies demonstraling that CLL cells
transduced with AJ-CDI54 becamo highly proficlont at sntigen
presentation and could induss smtologous T-cell rosponsos (eading
to the geoemtion of CLL-specific CTLM In these in vitro sudics,
CLL cells transduced with an adenavirus vestor encoding an
irrelevant protein (P-galaciosidas:) were unable w induce sutolo-
gous T celle, or even allogeneic T cells, io proliferte or 1o secreie
oytolcines in on MLR. We reasonod that autologous CLL colls
tranaduged with Ad-CD154, but mot with a control sdenovirm
vector. comld indoce bost antllcukenvdn imrnne responses in vivo.
This formed the besis for the immune gene thempy protocol
described in this report.

Following infsion of autologous Ad-CDI154—transduced
cells, we observod phenotypio chaages on bystandar Joukomia
oglls in vive (Figwe 1B omd Table 2). This effect conld not be
mimizked by coltoring the CLL colls in wmologous som
obtained sl various times after treatront, but mther resembled
the brymander sffect observed with Ad-CDI S4-wansduced CLL
cclls on noninfected CLL B celly in vilco.!* Thit is despite the
fact that the number of rzsident nontransducod Jeuicemin greaily
outnumbered the infosod Ad-CD)S4-CLL B oells by estimaed
ratioa of over 10 000:1. Buch phchotypic changes Ware not
restricaed to oaly 2 subset of loukemia cells but were observed
for the entire leukemin cell populstion. Bevause cytokines
apparanily conld nol effect cuch phenatypic chenges in vitro, it
is phnusible that bystander loukemia cells are inducod to cxpross
these surface antigens in sccondary lymphold compartments
where there is a greater chance for cognate intercelinler
interactions to occur. I 5o, then the induced expression on the
bysiander leukemix cells soon in this siudy argues for & dynumic
reciveutation of lenkemla celis between the blood and tisme
comparimonts aflar Uesiment.

"W also nuted high plasma Jovels of Thl-type cytokines svon
after the infusion of Ad-CDI54-CLIL cells, Indeed, significant
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levels of IL-12 and [FN-y were detected in the plasma within
hours following cell infusion, pesking st 4 to 8 houm or 24 o 48
hours, respectively (Table 3), It is unlikely that these cytokinas
were made by the infused cells. IL-12 ordinarily is produced by
aotivated T colls, mononuclesr phagocytio calls, and dendritle
ctlls (a8 roviewed in Gately et al®), but not by Ad-CD154-CLL
B cells cultured in vitro (dsta not shown). Forthermare, we did
not observe s dose-response relationship between peak eytokine
lovels and the relative number of infused Ad-CD154-trensduced
cells. As such, the cytokinos detectad in trested patients most
Hkaly reflectad s host respanse to the infusion of the Ad-CD1 54~
transduced colls. Of thess, IL-12 ia a key cywkine n the
Thil-response to sutigen? Blologic effects of IL-12 include
cnhanced cytotoxic lymphocyto activity in CD3* T aclls and
natural killer cells, Induction of IFN-y production by CD4* Thl
cells, and farther diffarentiation of antigen sctivated CD4* and
CD8* T cells.®

Tn addition, we also noted oxpansion of bath CD4* and
CD8* T eells in the blood of patients ] 10 3 weoks afier therapy.
ELISPOT and sntologous MLR studies indicated that the
Infosion of Ad-CD154-CLL cells enhancad the numbers of T
cells thal produce IPN-y in responss 1o sutologous CLL eclls in
vitro. These In vitro studies used CD40-activated CLL stimuls-
tor cells that were not infeoted with adenovirus, indicating such
incroased responsos ware not agsinst sdemovirus-sssociated
antigens. Mareover, we noted W6/32, but not an isotype control
mAb, could partially Inhiblt such responses in vliro (Figures 3
and 4), This mAD rocognizes nonpotymorphio determinants of
HLA class | sntigons and can interfere with the ability of human
MHC class I molecules to present peptide antigens. As such,
infusfon of Ad-CDIS4-CLL cells epparemly increases the
number of T cells that can respond 10 MHC olass [—restricted,
loukemin-associated antigena.

The scnte decreascs in Joukenria cell counts within 48 hours
were unaxpected. One possible explenstion for the acute fall in
circulating leukemia call numbors includos leukemia coll hom-
ing or margination Howsver, none of the trested patients
experionced 8 decreaso In absoluts lymphocyte count with signs
ol tissue infltration or increases In lymph node wize or vice
versa. Instead, durable decrosses in absolute Jeukemnia cell
connts were associsted with reductione in lymph node size
(Figure 5). As such, the infusion of autologous Ad-CD154 cells
apparontly resuliad in en overall reduction in total tumor burden,
cven in pationts with high lsukemia call counts and sdvanced
discaso. We roason that the acute decreases in loukemia cell
counts most Hkely are due to lsukemio ¢ell apoptosis, possibly
secandary to cither alterstions in loukemia microenvironment
and/or the activity of an innate immuno rosponse to the infused
colls. In any case, the initial rapid kinetics of the fall in loukemia
cell connts indicatas that this effect is not medisied by a primary
leukemis-specifio T-cell rasponse,

However, it iz atll possible that the rapid kinetica of
leukemla call clearance iz sccondary to the effects of 8 “recall”

immune response to tho modified lonkemia ealla
Both the ELISPOT data (Figure 3) and the MLR data {Figurc 4)
indicaie that there are lsukemis-reactive T cells present i
paticots with this discose even before the infusion of the
Ad-CD154-transduced cells,. Moreover, the ability to induce
loukemis-spocific CTL after a few days in vitro is conalstent
with tho notion thai patients alresdy are primed for a CTL
response agaimst tevget cells that express leukemin-ansociated
antigens.'® This implies that activation of snch & recall immuene

CD184 OENE THERAPY i3

response can occur within the tms perlod when the ewrly
redoctions In lenkemia cells counts are observed, thereby
potentially contributing to leukeraia coll clearsnce noted within
tha firnt fuw days after treatment. However, further studies are
requirod to test this rypothesis.

Although there did not sppear to be clear dose-response
relationships between the patiems of gronps 1 0 3, there may bo
a threshold below which thare is no diseernible immunologlo or
clinical aotivity. Evon though patients in gromp 1 recelved
10-fold fewer colls than those in group 3, patients In both groups
had eustained reductions in blood lymphocyte counts and did
not show signs of disease progression efter therapy. On the other
hand, tho patiente in the pilot group, who received colls
axpressing low levels of the CD134 transgene, did not exper-
ence a significant decline fu blood lymphocyte counts or ahange
in the dipasse progression after roaiment. Furthermore, the peak
plasma lovals of cytokines, much as IL-12 or IFN-y, did noa
correlsie with the dose of sdministered cells. Instead, nonpars-
metric analysis revealed & relailonship betweon the peak plasma
gytokine lavels and the absoluts tota]l T-cell counta at the tima of
trestment. This relationship correlsted mare & with
sbsolute CD4* T-cell coums than with absohite CD8* T-cell
counts. As muah, the blood levels of CD4* T calln at the dme of
therapy may have a siguificant Impact on subsequent immuno-
logic and elinical responate. Thetefore, the magnilude of the
biologic activity may depend more on 4 patient's immune statns
at the timo of trostmant than on the relative nuaber of infused

" eells, provided that a certain threshold dose I¢ achleved.

Accordingly, this form of treatment may have an even groster
effet on pationts who have a fully functicnal immune system
and/or early onset or minimal residusl disease.

Pationts with CLL are at high tisk for spontanaously developing
anfpimmime hamolytio anemis or immune thromboeylopenic pur-
pum.@U Ome mndel proposes that aberrant expressian of CD154
may be ressonaible for such antolmmundty In patients with CLL.*
An aliemative model proposes that such suimnmity may reflect
imnuine dysregniation canred by s acquited deficlency of CD154
activity.™ In this regard, it is notoworthy that patlents with
congenital lack of CD154 also aro at incressed risk for developing
suloimmune hemolytic anemis and immmune thrombeaytopenic
purpure despiic having a profound immune defickncy.?® In any
caze, nono of the trested patiraic doveloped my signs of such
autoimmunity despite receiving relatively large mimbers of colls
expreszing CD154.

Actually, the infasion of auologous Ad-CD154-CLL cells
expressing high lovels of tho CD154 transgene was well tolersind,
Soms paticnis expecjaced Joboratory sbnormabities, such ag
elevation in hepatic transaminase levals, reduction in phatelst
counts, or prolongation of prothrombin times, Thess sbnormalitdes
were grada 2 or less In magnitude ond of Hmitad demtion. The
clinjcal advorse resctions primarily consisted of Rulike symptoms
that developed 6 to § hours after infusion and [asted & few days.
These clinical adverns reactions most likely were mcondary to the
release of endogenous cytokines, mch a3 IFN-y and IL-12, These
cytokines cun induce flulike symptoms and some of the observed
lahorstary toxicities when adminigtered tn patients.®

Because signifleant increases in T-cell nembars were ob-
served following a single doss of Ad-CD154-transduced colls, &
greater and more durable reaponse is hypothezized to occur with
repeal dosing. As discubged, protreatment T-cell counis may
bave an impact on the initial response to trestment. Kven patient
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005, who had boea protresied with multiple cycles of chemo-

therapy and had very low pretrestment T-cell oumbers, experl-
encod an increass in tha abeoime sombers of CD4* T colls sfter
westment (Table 4). Coneeivably, rubsequent Jafupions of
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increasod could fnduce more significant immunologic and
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Toihe editor:

Interieukin-15 as a potentisl costimulatory cytokine In CD154 gene therapy of chronic

lymphocytic leukemia

In their work recently published in Blood. Wiards and cowarkers'
demonstysted that adencvirus-madisted gene tranafir of CD134
into clwonis lymphocytic Isukemia (CLL) B cells and the retransfor
of thess ocells into the hinodstream of CLY patienty resulted in
{ncreased or ds novo axpression of innmane aceepsary molacules,
such as CD54, CD9S, CDEO, and CDA6, on CLL bystander cells
and resiored tha capacity of CLL cells to stimulste autologous T
celle As & rosull, rising plagia lovels of Thi-type cytokines and
incresind sbsoluto numbers of blood T cells ware chaerved, as well
ss a Tecell pubsat reactive against autalogous CLL celin. Thow
fintings carrelaied with n clinical Tespimss manifested s 2
reduction in abzohrte lymphooyle count and lymph oodo size.

The Ides behind & CD154 gene thampy projocol was based on
an earller sudy in which sn impalred intrinsie CD40 sotlvation of
CLL colls waa cbserved xod oontrindad to » seppression of CD154
MMTuulbymmm'hmMuw we
foumd lower bam! CD40 expression levels in CLL
compared 10 B oolls from age- md sex-matched healthy donors
{mean spocific fluorescence Intensity [MFI] CLL (n = 41): mean &
SEM 2.7 .22 vy healthy controla (n = 41): 4.6 £ 26, P < .0001).
Besides lower mxpression levels, ths CD40-mexdinted signal trans-
duction was impaired. a3 an up-reguistion of CI9S cupreszion
followiag CD40 activallon could be chserved only in normal but
not in CLL B-cells (Figure 1) From our resnlts, we concludo that
oot only sherrant regulstion of CDL54, bul aiso deficimcion M
CD40 expression and/or signal tmasduction mighi eondribute 1o the
Impaired T-cell activation [n CLL. n an attempt 1o {ncroase CTM40
oxpromion and signaling in CLL cells, we (esied the affect of
nterleukin-15 (I1.-15), & known T- end naturs] killer (NK)-coll
activator. Although in vitro experiments suggested an inoresss tn
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(white Bquares) wers lalt Untrexted or stiiistid with [L-18 (58 ngimlL, 7 deys)

or aoliveind via 0Dl erons-linking {CDM0XL, is, trested with 1 pgiml, antl
nsman CD48 mab followed by a 5-day incubstisn with an antisouss mab). The
euprassion of COBS was delarnined by staining of calls wiih & ypedific FITC-nbeled
aniihuman CORG mad or & relyvant iRalypa-apeaiiic anifol
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{7 daya), sttiveiad vie COMDA. (B duye), o stimuisied with an ant-COM mab
fCH11, 350 ngfml, 3 duya). Apopidls was moasursd by ysing en anrwxin VIPY
by AR stxfintiod Wiwd dem using ANOVR fasls.

PH}-hymidine uptake in CLL cells triggored by TL-15.3 such 8
armor-promoting affect might be counteracted by the inchuction of a
successful T-call rasponse. In [hct, this eytokine has boen shown o
up-regulste costinmilatory maleculss in hematopoietic coll Hnent
Our rosulis demonstruisd thet sthmulation of B-CLL cells by IL-15
anhancas CD40 axpression signifienstly (MF1 untreased: 3.9 2 .19
va [L-15trmted: 5.4 * 38, P < .002, n = 14), socompanied by a
recenstimtion of CD40 signaling capecily, as shown by the
up-regulation of CD9S Hllowing costimulation of CLI. calls with
TL-15 end also by CD40 cross-lioking (TL-ISACD40XL) (Rigee 1),
Wiarda & al demunstrated that CD154-medixtad CD40 activation
led to the sthrmulation of T celly rexctive againnt CLL colla! Wo
ohserved thal L-15 wes a prerequisite for the induction of
spoptosts in CLL calls via the CD40 pathway (Figure 2} It kas
bewn shown that 1he killing of targel colls by eytovmxic T cells in
medisted, a1 lenst in part, via the activation of CD95.? Since we
obaerved the up-tegulation of CD9S on CLL cells activated by
IL-15 and CD0, v testod whether this incronscs the pensitivity of
CLL calls oward CD95 ligation following the addition of an
agonistic apti-CD35 antibody (CHIL 250 ng/ml, for 3 days). As
also hearved for spantensous spoptosis, CD40 activation fallow-
ing IL-15 prestmuolation resulied in an ncremsed mumber of
apoptotle CLL aells (Figure 2). From thess data it can be concindad
that the combination of IL-15 snd CD40 stimulation rendars
B-CLL cells mom sensitive 10 FasL* calls, which aro cither
cytotoxic T cofls or themaeives B-CLL calls ®
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1o ennclusien, we wonder whefher sutologous IL-1S coniributes
1o some of the Immunelogical effects cbeerved doring trestmant
with adenovirus CD1 54-modified B-CLL cefla and suggest that the
cytokine might quallfy as an adjivant sugmeniing the theyepentio
afficavy by rendering B-CL1, calls more suscepiible o killing by
toor-specific T cells.

Gubriale Ansther, ingrid Barnchity, nge Tirholer, snd Richasd Grall
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To the editor:

Reconsidering anticoagulant therapy In venous thrombosmbollam

Biood readers should be aware of the anision of crucia! Informs-
lion In » meta-analyais by Michosl B. Streltf, which atated,
“Although anficoagmlation remains tho primary therapy for venous
mhmmwm“mwmm
when are contraindicated.™ 0360 Dy Syredfl and the
researchers in the astloles that be refarenced did not mention or
discuss p randumized controlled trial by Niclsen e al, comparmg
heparin md a phenprocoumon anticoagnintion with plemylbuts-
200¢ In patents with deep vanuns thrombosds (DVT)> This Is the
anly pablished mndamized eantrolind trial of restment of DVT
patiems with unanticoaguiated controie, as oppased to siandard
anticougularion controls, It was & negmive smdy with | of 48
antlcouguiered peticatd dying of pnlmuvnsry embolsms (PRs) and 0
of 42 pheaylbutuzooe pationts with fatal PRs.

Heparin snd vilamin K sniogoalsis becsme standard treatment
for DVT and PE patients in the 19408 before the advert of
randomired controfled trials 10 prove afficacy, The FDA allowed
them to be “prandfatheted in™ us stencterd restment of DVT and PE
in the carty 1960s when proof of efficucy becames required for FDA
apwove). Low-moleculanweight haparine (LMWH) have boon
grmied indications for toatment of DVT and PE by virmc of
randanrized cantrollad wials showing equivalence with heparia In
winle that do not incinde unenticongmiated controls.

I am not mggeating that Dr Stroiff intomicnally nogleded 1 cite
this crucial sudy. None ol the other mojor reviews of iho treatment
of venows thramboembolism (VTE) md none of the published
trinks of LMWH in VTE trestment mwntion the Nielsen stiuly. Last

Response:

year, 1 spolis with Lilia Talarico, chlef of the Coagulation and G1
Drag sextion of the FDA's Conter for Drug Evahoation and
Rescarch [CDERY), whe did not knaw than of the Niclsen study. Ba
bescd on this importan: eial and an overall review of the dats, Janct
Woodcoelt, vhief of CDER; Ruben Templs, ditector of FDA'S
Offion of Medical Policy; and Dr Thisrico sre conaidering Lhe
withdrawsl of the indication for snticoagulants (heparin, LMWH,
and vitamain K antagonists) in proplhylaxis and treatment of VTE.

Fur the articles and FDA, oorrespondence detalling the case for
withdrawiny the indications for anlicoayubants (heparin, LMWHs,
and vismin K ancegonins) in prophylexis and trestment of VTE,
pleaso pee Condifm*

Davil K. Colilf
Cormsiperdientst 318 Grnd Ave, Lorg Beacly, CA 00814
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A sighificant omission In vena caval filters: a comprehenalve review of phenylbutazone for

venous thromboambolic dissase

The pupose of my review was to exsmine the evidenco
supporting the cficacy snd safety of vena caval flters in the
prevenlion of venous irombvembolic discase (VTED)' The
study mentionod by Dr CandifT was not inclndod because it did
not cxumine the use of vena caval fhters in VTED, the fovns of

my artlele. But 1 would caution him not to cancinde from the
Niclsen study that there Is nv difference betweon standend
anticanguistion and phenylbuiatone in the treatment of VTED.
The lack of a significant difference betwesn the treaiment
proups o this rrudy does not mean et they wro necessarily
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Solicitante

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

1. Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los siguientes {tems:

Casilla No. IV  Falta de unidad de invencién

Casilla No.V  Afirmacién razonada de conformidad con la Regla 43bis.1{a)(i) con
respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

[0 CasillaNo.VI Ciertos documentos citados

[0 CasillaNo. VIl Ciertos defectos en Ia solicitud internacional

[C] CasillaNo. VI Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Pd CasilaNo.I  Bases dela opinién

[0 CasillaNo.Il  Prioridad

[X] CasillaNo.I No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivoy
aplicabilidad industrinl

O

X

2. ACCIONES FUTURAS .
Si se hace una demanda para examen preliminar internacional, esta opinién generalmente serd
considerada como una opinién escrita de la Autoridad Examinadora Preliminar (“IPEA”). Sin
embargo, esto no aplica cuando el solicitante escoge una Autoridad diferente a ésta para que sea la
IPEA y Ia IPEA escogida le ha notificado a la Oficina Internacional de conformidad con la
66.1bis(b) que no se considerarin las opiniones escritas de esta Autoridad de Bdsqueda
Internacional.

Si esta opinién es, segtin se estipula anteriormente, considerada una opinién escrita de Ia IPEA, se
invita al solicitante a presentar ante la [PEA una respuesta escrita junto, cuando sea apropiado, con
modificaciones, antes de Ia fecha de expiracién de tres meses desde la fecha de envio por correo de la
Forma PCT/ISA/220 o antes de [a fecha de expiracién de 22 meses desde la fecha de prioridad, Ia
que expire mis tarde.

Para opciones futuras, ver [a Forma PCT /ISA/220.
3. Para detalles adicionales, ver las notas a Ia Forma PCT,/ISA/220.

Nombre y direccién de correo de la ISA/US Funcionario Autorizado
Mail Stop PCT, Attn: ISA/US
Commissioner for Patents Ram Shukla
P.O.Box 1450 Teléfono No. (571) 272-0735
Alexandria, Virginia 22313-1450
Facsimile No. (703) 305-3230

Forma (PCT/ISA/237 (Carituls) (Enero 2004)
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OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US04/18962

Casilla No.I. Bases de la opinién

1. Respecto al idioma, esta opinién se ha establecido segin la solicitud internacional en el idioma en el cual se
presentd, a menos que se indique de otro modo bajo este ftem.

7] Esta opinién se ha establecido segln una traduccién del idioma original al siguiente idioma ,queesel
idioma de una traduccién proporcionada para la bisqueda internacional (bajo las Regias 12.3 y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoécida revelada en Ia solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segtn:

a. tipo de material:

[] un listado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

[[] en formato escrito
[[] en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:

[] contenido en la solicitud internacional segtin se registr6.
[] registrada junto con 1a solicitud internacional en formato legible por computador.
[] proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la biisqueda..

3. [] Ademis, en el caso en que m#s de una versién o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segtin se present$ o no va més alld
de la solicitud segdn se registré, segin lo apropiado, fueron suministradas.

4, Comentarios adicionales:

Forma (PCT/ISA/237(Casilla No. I) (Enero 2004)



LSPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US04,/18962 ‘7

Casilla No. III No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, comprender un nivel inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

(] wda la solicitud internacional,
[Xl reivindicaciones Nos. 5, 6, 8. 12-24, 28, 34-36 y 41-46

porque:

[ dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. se relacionan con la
siguiente materia objeto que no requiere un examen preliminar internacional (especifique):

B4 1a descripci6n, reivindicaciones o dibujos (indique los elementos particulares a continuacion) de dichas
reivindicaciones Nos. 5, 6, 8, 12-24, 28, 34-36 y 41-46 son tan poco claros que no se podria formar una opinién
significativa (especifique):

Las Reivindicaciones 5, 6, 8, 12-24, 28, 34 y 41-46 son reivindicaclones inapropiadamente multipledependientes. Las
reivindicaciones 35 y 36 dependen de reivindicaciones que no fueron presentadas en Ia presente solicitud.

[ las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos. son sustentadas tan inadecuadamente por la
descripcidn que no se podria formar una opinién significativa.

[J no se ha establecido ningtin reporte de btisqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos.

[ El nucledtido y/o lista de secuencia aminodcida no cumple con el estdndar proporcionado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas en que:

la forma escrita [ no se ha proporcionado
[] no cumple con el estindar

el formato legible por computador  [] no se ha proporcionado
] no cumple con el estindar

[[] 1as tablas relacionadas con el nucleétido y/o lista de secuencia aminoécida, si estén en formato legible por

computador iinicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[J Ver 1a hoja separada para mis detalles

Forma (PCT/ISA/ 237 (Casilla No. 11I) (Enero 2004)
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"OPINION ESCRITA DE LA

Solicitud Internacional No. 69

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/US04/18962

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo la Regla 43bis.1(a)(l) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
Industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Declaracién
Novedad (N)

Nivel Inventivo (IS)

Aplicabilidad Industrial (IA)

Reivindicaciones 14, 7, 25-27, 29, 30-33, 37, 47, SI
Reivindicaciones 38-40, 48, 49-53 NO
Reivindicaciones 30-33 Sl
Reivindicaciones 1-4, 7, 25-27, 29, 38-40, 37, 47-53 NO
Reivindicaciones 1-4, 7, 25-27,.29-33, 38-40, 37, 47-53 SI
Reivindicaciones NINGUNA NO

2. Citaciones y explicaciones

Por favor ver la hoja a continuacién

Forma PCT/IPEA/237 (Casilla No. V) (Enero 2004)
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OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/US04/18962
Casilla Suplementaria

_ | En caso de que el espacio en cualquiera de las casillas anteriores no sea suficiente

V. 2 Citaciones y Explicaciones

Las reivindicaciones 38-40, 48 y 49-53 carecen de novedad bajo el articulo 33(2) de | PCT por estar
anticipados por US 2002/0123099 A1 (WEINER et al) 5 de Septiembre de 2002 (5.9.2002).
WEINER st al proporciona una gula para la construccién de una molécula de acldo nuclelco y la axpresién de una
secuencla amino &cida de la proteina capsida (Cp) del tipo nativo (WNVC) del Virus del Nilo de Occldente (WNV) con
constructos (Figura 1; pgph 2). WEINER et al ensefia que una secuencia lider humana de la sefial secretoria IgE fue
fusionada a Ia protelna WNVC (pgph 2). En donde el WNCV es conocido por modular e! sistema inmune mediante la
induccién de la Inflamacién. Adicionalmente, WEINER et al. ensefia un écldo nucleico y proteina de fusion que
consliste de la secuencia lider secretoria de la sefial IgE fusionada al gen pol ViH-1 {pgph 108), la cual es una enzima
inmunogénica. Finaimente, WEINER et al, ensefla que el constructo puede ser expresado en un sistema de
expresién celular in vitro o Inyectado directamente a un sujeto (pgoh 7).

Las relvindicaclonses 1-4, 25, 28, 27, 37, 47 carecen de nivel Inventivo bajo el articulo 33(3) de la PCT por ser
obvias con respecto a US 2002/0123089 A1 (WEINER et al) 5 de Septlembre de 2002 (5.9.2002) de acuerdo con
RUCKERT et al, la proteina de fusién IL-15-lgG2b acelera y realza un TH2, pero no una respuesta inmune in vivo de
Thi, mientras que la proteina de fusién IL-2-IgG2b Inhlbe ambos. Eur. J. Immunol. december 1888, Vol. 28: 3312-
3320.

WEINER et al proporciona una gula para la construccién de una molécula de écido nucleico y la expresién de
una secuencia amino Acida de la protsina cépsida (Cp) del tipo nativo (WNVC) del Virus del Nito de Occldente (WNV)
con constructos (Figura 1; pgph 2). WEINER et al ensefla que una secuancia lider de la seflal secretoria IgE fue
fusionada a la protelna WNVC (pgph 2). En donde la WNCV es conocida por modular el sistema Inmune mediante la
induccién de la Infiamacion.  Adicionaiments, WEINER et al. ensefia un #cido nucleico y proteina de fusién que
consiste de la secusencia lider secretoria de la sefial IgE fusionada al gen pol VIH-1 (pgph 108). Finalments, WEINER
et al, ensefia que el constructo puede ser expresado en un sistema de expresion celular In vitro o Inyectado
directamente a un sujeto (pgph 7), y que la secuencla lider de IgE puede estar fusionada a cualquler inmunogeno o
proteina terapéutica {(pgph 8). WEINER et al, tamblén revela que sus sisteme de exprealdn Incrementa la eficlencia
de traducclén con respecto a los vectores y métodos axistantes (pgph 6).

RUCKERT et al. proporciona una guia sobre la construccién de un constructo humano 1L-15-igG2b, su expresion y ™
proteina de fusion resultante (pg. 3318, Materiales y Métodos). RUCKERT et al, ensefia que la proteina de fusion IL-
15 es (tll como un potente acelerador y realzador de respuestas inmunes del tipo TH2 {Resumaen).

Un practicante del arte estarla motivado a colocar el uso de la secuencia IL-15 enseflada por RUCKERT et al,
dentro del construcio enseflado por WEINER et al, con el fin de produclr un péptido de sefial IgE-proteina de fusién
IL-15 y para administraria directamente a un sujeto o para producir la protelna de fusién en un sistema celular In vitro
para su uso posterior. Adicionalmente, el practicante estaria motivado a construir este constructo porque WEINER et
al, ensefia que el constructo IgE tiene una eficlencla de traduccitén superior que los métodos actuales y por ende,
produciria mayores rendimlentos de la proteina de fusién IgE-IL-1&.

La persona versada en la técnica tendria una expectativa razonable de éxito porque la sustitucién de la
secuencia de écldo nucleico del Inmunogeno ensefiada por WEINER et al, con la sacuencla de dclido nudleico IL-15
ensefada por RUCKERT et al, comprende una modificacién menor del constructo, y los métodos para preparar y
expresar los constructos de dcidos nucleicos son blen conocidos en la técnica.

Forma PCT/ISA /237 (Casilla Suplementaria ) (Enero 2004)
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Casilla Suplementaria
En caso de que el espacio en cualquiera de las casillas anteriores no sea suficiente

Las reivindicaciones 7 y 29 carecsn de nivel inventivo bajo el articulo 33(3) de la PCT por ser obvias con
respecto al estado de la técnica como se aplicd en el parrafo Inmediatamente precedents y adicionalmente en vista
de WIERDA et al, Terapla por gen del ligando CD-40 (CD145) para leucemia linfocitica crdnica. Blood, Naviembre
2000, Vol 88, paginas 2017-2024, y en vista de ANETHER et al, Interleucina-15 como citoquina co-estimuladora
potencial en terapia por gen de CD154 de leucemia linfocltica crdnica. Blood, Vol 99, paginas 722-723.

WIERDA et al proporciona una gula sobre la preparacién y administracién de un constructo humano CD40L
para terapia de gén adenoviral (Resumen).

ANETHER et al, proporciona una gula sobre lo cue los andlogos IL-15 contrbuyen a los efectos
Inmunoldgicos observados durante el tratamiento con el adenoviral CD40L enaeflado por WIERDA et al (pg 723).
Ademas, ANETHER et al, ensefla que la citoquina puede ser usada como un adyuvante con el vector CD40L con el
fin de incrementar los efectos terapéuticos (pg 723).

Un practicante del arte estarla motivado a colocar el uso de la secuencia IL-15 enseflada por RUCKERT et al,
dentro del constructo ensefiado por WIERDA et al, con el fin do producir y asegurar que sea producida la IL-15 junto
con la CD40L durante la terapia por gen, Incrementando asl el efecto terapéutico de CD40L.

La persona versada en la técnica tendria una expectativa razonable de éxito porque la adicién de Ia
secuencia de &cldo nucleico iL-15 ensefiada por RUCKERT et al, al constructo CD40L ensefiado por WIERDA et al,
comprende una modiflcacién menor del constructo, y los métodos para preparar y expresar 108 constructos de écidos
nucleicos son bien conocidos en la técnica.

Las reivindicaclones 30-33 cumpien con los criterios establecidos an los articulos 33(2)(3) de la PCT, porque
el estado de |a técnica no ensefia o suglere levemente un 4ckio nuclelco que codifica IL-15, CD40L y un inmunogeno.

Las reivindicaciones 1-4, 7, 25-27, 28, 30-33, 3740 y 47-53 cumplen con los criterios establecidos en el
articulo 33(4) de la PCT, y por ende, tiene aplicacién industrial porque la materia objeto relvindicada ss puede
preparar o utillzar en la industria.

Forma PCT/ISA/ 257 (Casilla Suplementaria) (Enero 2004)
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Applicant

THE TRUSTHES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

1. This opinion soatains indications relating to the following itemar

X

BoxNo. I Basis of the opinion

] ewMom  Pricdty

BaxNo.Il  Noo-cstablishment of opinina with ragard to sovelty, inventive stop and industrisl applicability
BoxNo.IV  Lack of nity of irvention

BazNo.V * Ressoned statement under Rule 432, 1{a)()) with regard to novelty, inventive stop or induutrial

L]

X

[] BoxMNavi  Gortain documeats cited

[} BoxNo VD  Cortain defocts in the intemational application
D BoxNo. VIII  Certain cheervations on the internationa] applioation

D¢

Intemstiops] Preliminary Examining Avthority ("TPEA") except thet this does not apply where' the spplicant chooses aa
Authority other than this ane to be the IPEA and the chosen [FEA has potified the ntorstionsl Buross onder Rulo 66.1bis/3)
that written opinions of this International Searching Anthority will not be so oonsidered.

If this opinion is, a3 provided abave, considerod 1o be & writton opinioa of the IPEA, the applicant iy invited to submit to the
. IPEA s writtm reply togethar, whare sppropriste, with amendments, bafore the expiration of 3 moaths from the dete of mailing
of Form PCT/ISA/220 or before the sxpimtion of Z2 mosths from tho pricrity date, whichever capinos Laier,

For further optiona, see Form PCT/ISA/220.

3. For forther demils, see notes to Farm FCT/ISA/220.

‘Name and mailing addroms of the ISA/ US i
Mail Stop PCT, Attn: ISA/US -

Commissinser b Patms Ram Shuklp '
P.O. Box 1450 N
Alegandria, Virginia 22313-1450 Telephooe No. (571)272-0735

Faosimile Na, 305-3230
Form PCT/ISA/237 (ocaver sheet) (Jamary 2004)




. lNTlRNATIONAL SEARCH]NG AUTHORITY B PCT/USOL/ 18962

Box No. I Basis of this apinion

1. With regard to the language, this opinion has boen established on the basis of the intemnational application in the langnage in which it
wa filed, unless otherwise indicated under this item.

D This opinion has beea cotablished on the basis of » translation fiom the original langage into the following ,
which is the lmgnags of a trenslation farnished for the purposes of intemational search (under Roles 123 and 23.1(b)).

2. www»wmmmﬂmmnmmwummmm
invention, this opinion has been established on the basis of:

a. typo of material
D « mquenco listing
[  tuble(s) relatod to the soquence listing

b. formai of material
D in written formst
[ in computer readahie form

c. time of filing/furnishing
[ contained in intemational application s filed.
[0 fled together with the intermational application in compoter readable form.
] famished subsequently to this Autharity for the parpases of search.

S.D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequense listing and/or tablo relating thoreto has boen filed
or fumishad, the required stadcments that the information in the. subsequent or additinnal copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyand the application as Gled, as approprixts, were farnished.

4, Additional comments;

Form PCTASA/Z3 I(Box No. 1) (Jamuary 2004)
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Box Na III Non-establishment of apinion with regard to novelty, inventive step and induatrial appHcability

1. mwwbﬂnlhclnndmmwlnbmvd.bmvdw an inventive stap (10 be non-obvious), or to be
industrially applicable have not been examinad in respect of:

[] the eatiro intoenationa! apptication
X claimms Nos. 5.6.8.12-24.28.34-36 ad 4146
bocause:

[] the asid internsticaal application, or the amid olaim Nas. ____ rolate tn the following subject mater which doss not requiro
an intornational preliminary examination (specif):

E the description, claima or drawings (Incicae particular elements below) or sid claims Noa. 3,6.8.12-24 28.34-36 sl 41-46 wred
so uncloar that no meaningful opinion could be formed (specdfy):

Claims 5,6,8, 12-24,28,34 and 41-46 were improper multiple dependent dlaims. Claims 35 and 36 depanded from
claimy that were not filed in the invtant application.

D the claims, or smid claima Nos. ____ are so inadoquetaly supported by the deacription that ao meaningful opinion coold be
formed.

D o intarnational scarch repost has been extablivhed for said claims Nos.
q [ the mclectide and/or amino acid soquence listing doos oot comply with the standard provided for in Amex C of the

Administrative Instractions in that:
the written form []  busnot been fumished

[] oo mot comply with the standard
tho computer readablo form [] basnot been fumishod

[ soes not ccenply with the standard

D tho tables related to the nuclootide and/or amino acid sequence Listing, if in computer roadablo form only, do not comply with
the technioal requirements provided for in Annex C-biy of the Administralive Instructions.

D Sos Supplemental Box for further details.

Form PCT/ISA/Z37 (Box No. ITT) (January 2004)
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Box Na V Reasoned siatemeat under Rule 43 bix. 1(s)(l) with regard to novelty, inventive step or Industrial
applicability; diations and explanations supporting such statement

1. Statement
N Novelty (N) Claims }1-4,7,25-27,2930-33.37.47,
Cleims 3840, 48, 45-53
Inventive step (IS) Claims 30-33
Claims 1-4,7.25-27.29 38-40,37.47-53
Industriat applicability (IA) Claims 1-4,7,25-27,29-33.38-40,37,47-53
Claims

2. Citations and explanations:
Please See Continuation Shoot

Farm PCI/IBA/237 (Box No. V) (Jarmmery 2004)
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Sopplemantal Bax
In caso the space In any of the preceding boxes is not sufBcient,

Y. 2 Qitutions snd Explapations:

Clairms 38-40, 48 and 49-53 lack novelty under PCT Article 33(2) as being enticipated by US 20020123099 Al
(WEINER et al) § Scptember 2002 (5.9.2002)

WBNERQdmhpndmmthemmohmnhmmdmmhmohm
acid sequence of the West Nile Virus (WNV) wild type capeid {Cp) protein (WNVC) with constructs (Figure 1; pgph 2).
WEINER et al. teaches a human secretary IgE signsl leader sequence wae fused to the WNVC protein (pgph 2). Where the
WNCYV ia known to modulste the immune system by inducing inflammation Further, WEINER et al. teaches a nucleic
acid and fusion peotein consisting of the secretory IgE signal leader sequerce fused to the HIV-1 pol gena (pgph 108),
which is an immmogenic enzyme. Finally, WEINER et al. teaches that the construct can be supressed in an in vitro cell
expresaion system or directly injecied to a subject (pgph 7).

Claims 1-4, 25, 26, 27, 37, 47 Iack an inrventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over US
2002/0123099 Al (WEINER et al.) 5 September 2002 (5.9.2002) in view of RUCKERT et al. II-15-IgG2b fusion protein
accelerutes and enhances 8 TH2 but not a Thl immune response in vivo, while IL-2-1gG2b fusion protein inhibits both.
Eur. J. Immunol. Decembex 1998, Vol. 28: 3312-3320.

WEINER ct al. provides guidance an the construction of a nucleic acid molecule and the expression of a amino acid
sequence of the Weat Nilo Virus (WNV) wild type capaid (Cp) protein (WNVC) with constructs (Figure 1; pgph 2).
WEINER et al teaches a secretary IgE signal leader sequence was fused to the WNVC protein (pgph 2). Where the WNCV
is lnown to modulate the immms system by inducing inflammation. Further, WEINER et al. teaches a nucleic acid and

fusion protein consisting of the sccretory IgE signal loader sequence fused {o the HIV-1 pol gene (pgph 108). Finally,
# WEINER et al. teaches that the consiruct can be expressed in an in vitro cell expression systam or directly injected to a

subjeci (pgph 7), and that the JgE leader sequence can be fused 1o any immimogen or therapeutic protain (pgph 8).
WEINER et al. alao diacloses that his expression system increases translational efficiency over existing vectors and
methods (pgph 6).

RUCKBRT et al. provides guidance an the construction of a human J1L-15-1g02b construct, its expression and the
resulting fusion protein (pg. 3318, Materials and methods). RUCKERT et al. teaches that the IL-15 fusion protein is usefial
for as a polent accelerator snd enhancer of TH2 type immune responses. (Abstract).,

A practitioner in the art would be motivated to place the use the [-15 sequence taught by RUCKERT et al. into the
construct taught by WEINER et al. in arder to produce a IgE signal peptide-11.-15 fimion protein arder to administer it
directly to a subject or to produce the fusion protein in an in vitro cell systein for later use. Further, the practitioner would
be motivated to build this construct because WEINER ef al. teaches that the IgE construct has greader translational
efficiency than cument methods end thus would produce greater yields of IgE-1L-15 fusion protein.

The person of ordinary skill In the art would have a reasonable expectation of success because the
substitution of the immunogen nuclelc acid sequence taught by WEINER et al. with the IL-15 nucleic acid
sequence taught by RUCKERT et al. comprises a minor modification of the construct and methods of making

Form PCT/ISA/277 (Supplemanta) Box) (Jamary 2004)



v

0 EN OPINION OF TRHE -
TI NAL SEARCHING AUTHORITY

Supplevents] Bex
In case the space in uny of the proceding boxes is not sulficlent.

and expressing nudelc acid constructs are well known in the art

Claims 7 snd 29 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvicus aver the prior art as applied in
the immedistely preceding peragraph and further in view of WIERDA et al. CD40-ligand (CD145) gene therapy for
chronic Jymphocytic leukemin. Blood, November 2000, Vol 96, pages 2917-2924, and in view of ANETHER et al.
Interieukin-15 az a potentinl costimulatory cytokine in CD154 gens therapy of chronic lymphocytic leukemia. Blood. Vol
99, pages 722-721.

WIERDA et al. provides guidence on the making end administration of & lnman CD40L construct for adenoviml
gene therapy (Abstract).

ANETHER et al. provides guidance that autologous H.-15 caniributes to the immimaological effects observed
during trestment with the CD40L adenaviral taught by WIERDA et al. (pyt- 723). Further, ANETHER et al. tcaches that the
cylokine may be used as en adjuvant with the CD40L vector in arder to insrease the therapeutic effects (pg. 723).

A pructitioner in the art would be motiveied to place the use the IL-15 sequence taught by RUCKERT et al. into
the construct taught by WIERDA et al. in order to produce instre that [1.-15 was produced along with CD40L. during pene
therapy, thus increasing the therepeutic effect of CD40L.

The person of ordinary skill in the art would have s reasonable expectation of success becanse the addition of the
IL-15 nucleic scid sequence tsught by RUCKERT et al. to the CD40L canatruct taught by WIERDA et al with comprises &
minor modification of the construct and methods of making and expressing nucleic acid constructs are well known in the
at,

Claims 30-33 the criteria set outin PCT Asticle 33(2)(3), becanse the prior art does not teach or fairly suggest a meleic acid

encoding IL-15, CD40L and an
Claims 14, 7, 25-27, 29, 30-33, 37-40 and 47-53 meet the eriteria set out in PCT Article 31(4), and thus bave industrial

applicability becanso the subject matier claimod can be made or used in industry.

Form PCT/ISA/237 (Supplemental Box) (Jamary 2004)
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SECUENCIAS DE ACIDO NUCLEIC C DIFICANTES Y COMPOSICI NES

QUE COMPRENDEN PEPTIDOS DE SENAL IgE Y/O IL-15 Y METODOS
PARA EMPLEAR LOS MISMOS.

Resumen-Objeto y Finalidad de la Invencién

Se revelan protelnas de fusién y moléculas de &cido nucleico que codifican
proteinas de fusién. Se revelan las protelinas de fusién que comprenden el
péptido de sefial sin-IL-15 enlazado a secuencias de proteina IL-15 y proteinas
de fusién que comprenden un péptido de sefial IgE enlazado a secuencias de
proteina sin-IgE. Se revelan los vectores que comprenden tales moléculas de

cido nucleico; y las células huésped que comprenden tales vectores como

.también las vacunas recombinantes y los patdbgenos vivos atenuados que

codifican las protelnas de fusién, y los métodos para usar los mismos. Se
revela el efecto inmunomodulatorio después de la liberacién de IL-15 y CD40L,
con o sin inmunogenos, como también varias moléculas de &cido nucleico y
composiciones de las mismas empleadas para liberar tales proteinas y los

métodos para usar tales composiciones.

AN
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SECUENCIAS DE ACID NUCLEIC C DIFICANTES Y COMP_SICI NES

QUE COMPRENDEN PEPTIDOS DE SENAL IgE Y/O |L-15 Y METODOS
PARA EMPLEAR LOS MISMOS.

Campo de la Invencién

La presente invencion se relaciona con vacunas mejoradas, métodos
mejorados para inmunizar profilacticamente y/o terapéuticamente individuos
contra inmunogenos, y a composiciones inmunoterapéuticas mejoradas y

métodos de inmunoterapia mejorados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La inmunoterapia se refiere a la modulacién de las respuestas inmunes
de una persona para impartir un efecto terapéutico deseable. Los
inmunoterapéuticos se refiere a aquellas composiciones que, cuando son
administradas a un individuo, modulan el sistema inmune de los individuos lo
suficiente como para disminuir finalmente los sintomas asociados con las
respuestas inmunes indeseables o para aliviar finalmente los sintomas
mediante el incremento de respuestas inmunes deseables. En algunos casos,
la inmunoterapia es parte de un protocolo de vacunacién en el cual al individuo
les es administrada una vacuna que expone el individuo a un inmunogeno
contra el cual el individuo genera una respuesta inmune. En tales casos, los
inmunoterapéuticos incrementan Ila respuesta inmune y/o realzan
selgctivamente una porcién de la respuesta inmune (tal como el brazo celular o
el brazo humoral) lo cual es deseable para tratar o prevenir la condicién

particular, infeccién o enfermedad.
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Las vacunas son (tiles para inmunizar los individuos contra antigenos
objetivo tales como alergenos, antigenos patégenos o antigenos asociados con
células involucradas en enfermedades humanas. Los antigenos asociados con
células involucradas en enfermedades humanas incluyen antigenos de tumor
asociados con cancer y antigenos asociados con células involucradas en

enfermedades autoinmunes.

En el disefio de tales vacunas, se ha reconocido que las vacunas que
producen el antigeno objetivo en células de los individuos vacunados son
efectivas en inducir el brazo celular del sistema inmune. Especificamente,
vacunas vivas atenuadas, vacunas recombinantes que emplean vectores
avirulentos, y vacunas de ADN cada una de las cuales conduce a la produccion
de antigenos en las células del individuo vacunado, lo cual resulta en la
induccién del brazo celular del sistema inmune. De otra parte, las vacunas
muertas o inactivadas, y vacunas de sub-unidades que comprenden solamente
proteinas no inducen buenas respuestas inmunes celulares aunque inducen

una respuesta humoral.

Una respuesta inmune celular es con frecuencia necesaria para
proporcionar proteccién contra infecciones patdgenas y para proporcionar una
terapia mediada por inmune efectiva para el tratamiento de infecciones
patégenas, cancer o enfermedades autoinmunes. Por consiguiente, con

frecuencia se prefieren las vacunas que producen el _antlgeno objetivo en las



10

15

20

25

células de los individuos vacunados tales como vacunas vivas atenuadas,

vacunas recombinantes que usan vectores avirulentos y vacunas de ADN.

Mientras que tales vacunas son frecuentemente efectivas para inmunizar
profilacticamente o terapéuticamente individuos contra infecciones patégenas o
enfermedades humanas, existe la necesidad de vacunas mejoradas. Existe la
necesidad de composiciones y métodos que produzcan una respuesta inmune

mejorada.
De otra parte, aunque que algunos inmunoterapéuticos son Utiles para
modular la respuesta inmune en un pacients, aun permanece la necesidad por

composiciones inmunoterapéuticas y métodos mejorados.

La terapia de gen se refiere a la liberacién de genes a un individuo que

‘necesita o de otra forma se beneficia por la proteina codificada por la protelna.

Se han desarmrollado numerosas estrategias para liberar protelnas para las
cuales los individuos no tienen un gen correspondiente que produzca proteina
suficiente y/o completamente funcional. Asl, la terapla de gen compensa la
carencia de suficiente proteina de funcionamiento completamente enddgeno.
En alguna estrategia de terapia por gen, al paciente se le proporciona una
proteina terapéuticamente efectiva empleando constructos disefiados para
producir una cantidad terapéuticamente efectiva de la proteina. La terapla por
gen proporciona un método altemativo para la liberacibn de proteinas
terapéuticas. Existe una necesidad por composiciones y métodos de terapia de

gen mejorados.
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En adicién a la administracién directa de moléculas de acidos nucleicos
a individuos, con frecuencia son liberadas protelnas. La produccion de tales
proteinas mediante métodos recombinantes es con frecuencia la forma mas
eficiente de fabricarlas. Aun permanece la necesidad de composiciones y

métodos mejorados para la manufactura de proteinas.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con vacunas recombinantes que
comprenden una molécula de 4cido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica un inmunogeno y una secuencia de acido nucleico
que codifica una protelna de fusién que comprende una secuencia de sefial no-
IL-15 enlazada a secuencias de proteinas IL-15 y opcionalmente, una
secuencia de &cido nucieico que codifica CD40L; y a métodos para inmunizar a
un individuo contra un inmunogeno que comprende la administracion al

individuo de tales vacunas recombinantes.

La presente invencién se relaciona con patdgenos vivos atenuados que

\\
comprenden una secuencia de acido nucleico que corr_rprende una secuencia

de é4cido nucleico que codifica una proteina de fusibn que comprende una
secuencia de sefial sin-IL-15 enlazada a secuencias de protelna IL-15 y
opcionalmente, una secuencia de é&cido nucleico que codifica CD40L; a
métodos para inmunizar un individuo; a métodos para inmunizar un individuo
contra un patdgeno, que comprende la administracién a un individuo de tales

patdgenos vivos atenuados.
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La presente invencidn se relaciona con moléculas aisladas de acido
nucleico que comprenden secuencias de écido nucleico que codifican una
proteina IL-15 y una secuencia de acido nucleico que codifica una protelna
CD40L, y opcionalmente, una secuencia de écido nucleico que codifica un

inmunogeno.

La presente invencidn se relaciona con composiciones que comprenden
una molécula de 4cido nucleico que comprende una secuencia de é&cido
nucleico codifica la proteina IL-15 y una molécula de &cido nucleico que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina CD40L, y
opcionalmente, sobre cualquiera o0 ambas moléculas de &cido nucleico una

secuencia de acido nucleico que codifica un inmunogeno.

La presente invencién se relaciona con un método para modular una
respuesta inmune en un individuo, el cual comprende la administracién a un
individuo de una composicién que comprende una o mas moléculas de acido
nucleico que comprende una secuencia de Aacido nucleico que codifica la
proteina IL-15 y una secuencia de &acido nucleico que codifica la proteina
CD40L. Las varias secuencias de acidos nucleicos que codifican las varias
proteinas diferentes pueden estar sobre la misma molécula de acido nucleico

y/o diferente molécula de acido nucleico o ambas.

La presente invencién se relaciona con un método para inducir una

respuesta inmune contra un inmunogeno en un individuo, el cual comprende la
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administracién a un individuo de una composicién que comprende una 0 mas
moléculas de écido nucleico que comprende una secuencia de éacido nucleico
que cadifica la proteina IL-15 y una secuencia de acido nucleico que codifica un
inmunogeno y una secuencia de acido nucleico que codifica CD40L. Las varias
secuencias de acidos nucleicos que codifican las varias proteinas diferentes
pueden estar sobre la misma molécula de acido nucleico y/o diferente molécula

de acido nucleico o combinaciones de las mismas.

La presente invencién se relaciona con vacunas recombinantes que
comprenden una molécula de 4cido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica un inmunogeno, una secuencia de acido nucleico
que codifica la proteina IL-15 y una secuencia de acido nucleico que codifica
CD40L; y a métodos para inmunizar un individuo contra un inmunogeno que

comprende la administracién a un individuo de tales vacunas recombinantes.

La presente invencion se relaciona con patbégenos vivos atenuados que
comprenden una molécula de 4cido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica la proteina IL-15 y una secuencia de acido nucleico
que codifica CD40L; y a métodos para inmunizar un individuo contra un
patégeno que comprende la administracion a un individuo q£_n t_a_les p_a’fbgenos

vivos atenuados.

La presente invencién se relaciona con moléculas de acidos nucleicos
que comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica proteinas de

fusion que consisten de un péptido de sefial IgE enlazado a secuencias de
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protelna sin-IgE, en donde el péptido de sefial IgE y las secuencias de

proteinas sin IgE son derivadas de las mismas especies animales.

La presente invencién se relaciona con cultivos de células huésped in
vitro que comprende vectores de expresion operables en tales células huésped
que comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica protelnas de
fusion que consisten de un péptido de sefial IgE enlazado a secuencias de
proteina sin-IgE; a tales moléculas de acidos nucleicos; y a células huésped

que comprenden tales vectores.

La presente invencidn se relaciona con moléculas de acidos nucleicos
que comprenden secuencias de #cido nucleico que codifican protelnas de
fusion que consisten de un péptido de sefial IgE enlazado a secuencias de
protelna sin-IgE enlazadas de manera operable a elementos reguladores
requeridos para la expresion y secuencias de acidos nucleicos que codifican un
inmunogeno enlazado de manera operable a elementos reguladores requeridos

para la expresion.

La presente invencion se relaciona con composiciones que comprenden
moléculas de acidos nucleicos que comprenden secuencias de &cido nucleico
que codifican protelnas de fusién que consisten de un péptido de sefial IgE
enlazado a secuencias de protelna sin-IgE y moléculas de acido nucleico que
comprenden secuencias de &cido nucleico que codifican un inmunogeno, en

donde las secuencias de acido nucleico que codifican las proteinas de fusion
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no son idénticas a las moléculas de acidos nucleicos que comprenden

secuencias de acidos nucleicos que codifican el Inmunogeno.

La presente invencién se relaciona con proteinas de fusion aisladas que
comprenden un péptido de sefial IgE enlazado a secuencias de proteina sin-

IgE.

La presente invencion se relaciona con métodos para modular una
respuesta inmune en un individuo, el cual comprende la administracién a un
individuo de una composicién que comprende una molécula de acido nucleico
que comprende secuencias de aciklo nucleico que codifican protelnas de fusion
que comprenden un péptido de sefial IgE enlazado operablemente a

secuencias de proteinas sin-IgE.

La presente invencién se relaciona con métodos para inducir una
respuesta inmune contra un inmunogeno en un individuo, el cual comprende la
administracién a un individuo de moléculas de acido nucieico que comprende
una secuencia de &cido nucleico que codifica una proteina de fusién que
comprende un péptido de sefial IgE enlazado a una protelna
inmunomodulatoria y una secuencia de &cido nucleico que codifica un
inmunogeno. Las varias secuencias que codifican para las diferentes protelnas
pueden estar sobre la misma molécula de acido nucleico y/o diferente molécula

de Acido nucleico.
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La presente invencién se relaciona con vacunas recombinantes que
comprenden moléculas de acido nucleico que comprendn una secuencia de
&cido nucleico que codifica un inmunogeno y una secuencia de acido nucleico
que codifica una proteina de fusién que comprende una secuencia de sefial IgE
enlazada a una protelna inmunomodulatoria; y a métodos para inmunizar un
individuo contra un inmunogeno que comprendde la administracion a un

individuo de tales vacunas recombinantes.

La presente invencién se relaciona con patogenos vivos atenuados que
comprenden una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica una proteina de fusion que comprende una
socuencia de sefial IgE enlazada a una protelna inmunomodulante; y a
métodos para inmunizar un individuo contra un patégeno, el cual comprende la

administracién a un individuo de tales patdgenos vivos atenuados.

La presente invencién se relaciona con moléculas de acidos nucleicos
que comprenden una secuencia de écido nucleico que codifica una proteina de
fusién que consiste de un péptido de seflal IgE enlazado a secuencias de
protelna IL-15; a vectores que comprenden dichas moléculas de acidos

nucleicos; y a células huésped que comprenden dichos vectores.

La presente invencibn se relaciona con protelnas de fusién que

comprenden un péptido de sefial IgE enlazado a secuencias de proteina IL-15.
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La presente invencién se relaciona con composiciones que comprenden
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido
nucleico codifica una proteina de fusién que comprende un péptido de sefial
IgE enlazado a secuencias de proteina IL-15, y una molécula de acido nucleico
que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un inmunogeno.
Opcionaimente, una secuencia de 4cido nucleico que codifica CD40L puede
estar presente en moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia
de acido nucleico que codifica la proteina de fusidn y/o el inmunogeno o en una

molécula de acido nucleico separada.

La presente invencién se relaciona con métodos para modular una
respuesta inmune en un individuo, el cual comprende la administraciébn a un
individuo de una composicidn que comprende una o mas moléculas de acido
nucleico que comprende una secuencia de é&cido nucleico que codifica una
proteina de fusién que comprende un péptido de sefial IgE enlazado a una
proteina IL-15, y opcionalmente, una secuencia de acido nucleico que codifica
CD40L. Las varias secuencias de acidos nucleicos que codifican las varias
proteinas diferentes pueden estar sobre la misma molécula de &cido nucleico

y/o diferente molécula de acido nucleico o ambas.

La presente invencién se relaciona con un método para inducir una
respuesta inmune contra un inmunogeno en un individuo, el cual comprende la
administracién a un individuo de una composicién que comprende una o0 més
moléculas de &cido nucieico que comprends una secuencia de acido nucleico

que codifica una proteina de fusién que comprende un péptido de sefial IgE
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enlazado a secuencias de proteina IL-15, una secuencia de acido nucleico que
codifica un inmunogeno y opcionalmente, una secuencia de acido nucleico que
codifica CD40L. Las varias secuencias de 4cidos nucleicos que codifican las
varias proteinas diferentes pueden estar scbre:-la misma molécula de éacido
nucleico y/o diferente molécula de acido nucleico o combinaciones de las

mismas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 ilustra datos del Ejemplo 1 que muestran la produccion de
IFN-y después de la estimulacion de PBMCs humano con IL-15 y anticuerpo
monoclonal para CD3. Los PBMCs se obtuvieron a partir de sujetos infectados
crénicamente con VIH-1 siendo tratados con terapia triple (HAART). Todas las
cargas virales de los donores estaban por debajo de 500 copia/ml y sus
cuentas de CD4 egtaban por encima de 500 células/ml. Para determinar si IL-
15 realzo la produccién de IFN-y como un indicador de la funcién efectora, las
células fueron estimuladas con IL-15 y anti-CD3 y analizadas mediante un

ensayo patrén de ELIspot.

La Figura 2 ilustra datos del Ejemplo 1 que muestran que la produccién
de IFN-y después de la estimulacién de PBMCs humano con IL-15 y anticuerpo
monoclonal para CD3, es predominantemente mediada por CD8. Los PBMCs
de sujetos infectados crénicamente con VIH-1 siendo tratados con terapia triple
(HAART) como se describié en la Figura 1 fueron agotados en células T CD4 o
CD8 y posteriormente estimuladas con IL-15 y anti-CD3 y analizadas mediante

un ensayo patrén de ELIspot.



10

15

20

25

13

Las Figuras 3A, 3B, 3C y 3D ilustran datos del Ejemplo 1 que muestran
la produccion del antigeno especifico de IFN-y después de la estimulacién de
PBMCs humano con péptidos VIH-1 e IL-15. Los PBMCs obtenidos a partir de
sujetos infectados crénicamente con VIH-1 siendo tratados con terapia triple
(HAART) fueron analizados por su capacidad para secretar IFN-y en respuesta
a 25ng/mi de IL-15 (Figuras 3A y 3C) y a péptidos Gag VIH-1 en combinacién
con IL-15 (Figuras 3B y 3C) en un ensayo patrén de ELIspot. Las CD8 fueron
agotadas y se evalud la produccion de IFN-y después de la estimulacién con

péptidos VIH-1 e IL-15 (Figura 3D).

La Figura 4, paneles A, B y C ilustran datos del Ejemplo 1 que muestran
respuestas celulares inmunes a antigeno especifico después de la
inmunizacién con vacuna de ADN VIH-1 e IL-15. Ratones Balb/c fueron co-
inyectados en las semanas 0 y 2 con 50ug de pCenv o pCgag con 50ug del
plL-15 un plasmido que expresa IL-15. Los esplenocitos fueron cosechados
durante dos semanas después de la inmunizacién final. En la Figura 4, panel
A, los esplenocitos fueron evaluados mediante un ensayo patrén de liberacion
de Cromo para actividad CTL contra vacunas de envoltura de VIH-1 y
recombinantes infectadas con células P815. En la figura 4, panel B, se analizo
el nivel de secrecibn de quimoquina espoacifica del antigeno HIV-1. Los
esplenocitos fueron estimulados con vacuna recombinante env VIH-1 infectada
con células P815. Los sobrenadantes fueron sembrados en el tercer dia y se
evaluaron para secrecion de MIP-1p. In la Figura 4, panel C, se evalué el nivel

de secrecién especifica de antigeno del IFN-gama. Los esplenocitos fueron re-
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suspendidos a una concentracidn de 5x10 células/ml. Se adicioné una alicuota
de 100ul a cada pozo de una placa de fondo plano de 96 pozos de
microtitulacibn. Se adiciond proteina recombinante p24 a los pozos por
triplicado resultando en concentraciones finales de 5 pg/ml y 1 pg/ml. Las
células fueron incubadas a 37°C en 5% de CO2 durante tres dias y se
sembraron los _sobranadantes. Se determinaron los niveles de citoquina

secretada empleando kits ELISA disponibles comerciaimente.

La Figura 5, paneles A y B ilustran datos del Ejemplo 1 que muestran
tincién-intracelular para citoquinas Th 1. Se suministraron dos inyecciones a
los ratones con pCgag solo o con pCgag més plasmidos de ADN plL-15. Una
semana después, se sembraron los esplenocitos y se cultivaron in vitro durante
cinco horas en un medio que contiene un juego de péptidos p55 (que contienen
127 15mers que abarcan p55 VIH-1 con superposiciones de 11aa) y Befreldin
A. Después de la estimulacion, las células fueron teflidas extracelularmente
con anticuerpos anti-ratbn CD3 y anti-ratbn CD8 y posteriormente
intracelularmente con anti-ratén. La Figura 5, panel A, muestra datos para IFN-
y. La Figura 5, panel B, muestra .datos para Tumor Necrosis Factor-a. Las
representaciones de puntos representan las respuestas de linfocitos
CD3+/CD8+.

La Figura 6 ilustra datos del Ejemplo 1 de los ensayos de proliferacion

de células auxiliares T murina. Ratones Balb/c fueron co-inyectados en las
semanas 0 y 2 con 50pg de pCgag o pCenv y 50ug de los plasmidos que

expresan cADNs de citoquinas Thl dependientes de IL-2R, IL-2 o IL-15. Se
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adicioné inmediatamente una alicuota de 100pug | que contiene 5x10 células a
cada pozo de una placa de fondo plano de 96 pozos de microtitulacién. Se
adicioné protelina recombinante p24 a los pozos por triplicado resultando en
concentraciones finales de 5 pg/ml y 1 ug/ml. Se determind el Indice de
estimulacion. Los pozos de conteo espontineos incluyeron suero fetal de
temero al 10%, los cuales sirven como control imelevante de protelna. De
manera similar, el pCgag o control rutinariamente tiene un Sl de 1 contra su
proteina gp 120 irrelevante. Para asegurar que las células son saludables, se

empleo PHA o Con (Sigma) como un control policlonal estimulador positivo.

La Figura 7 ilustra datos del Ejemplo 1 a partir del mapeado del epitope
de Gag en ratones Balb/c después de la inmunizacién con vacuna de ADN
pCgag. Ratones Balb/c fueron co-inyectados en las semanas 0 y 2 con 50ug de
pCgag y 50ug del plasmido plL-15 o con un amazén de vector que exprese
genes IL-15 o un armazdén de vector. Los esplenocitos fueron aislados y
dispuestos en un ensayo de ELISPOT patrdn empleando una serie de péptidos.
Los péptidos fueron mezclados en una serie de 22 juegos en un formato de

matriz y evaluados por su capacidad para activar las células para producir IFN-

Y-

La Figura 8, paneles A, B y C ilustran datos del Ejemplo 1 que muestran
la produccidon de IFN-y después de la estimulacién de esplenocitos derivados
de ratones CD4. En la figura 8, panel A, los ratones Balb/c fueron co-
inyectados en las semanas 0 y 2 con 50ug de pCgag con 50ug del plL-15, un

plasmido que expresa IL-15. Los esplenocitos fueron cosechados durante dos
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semanas después de la inmunizacién final y se evaluaron para la produccion
especlifica de VIH-1 de IFN-y mediante ELISPOT. En la Figura 8, panel B, los
ratones Cd4™"“™ fyeron inmunizados con pCgag con y sin piL-15. En la
Figura 8, panel C, los ratones Cd4™' ™ fueron inmunizados con pCgag en
combinaciéon con cualquiera de plL-15, pCD40L o ambos. Los esplenocitos
fueron cosechados durante dos semanas después de la inmunizacion final y se
evaluaron para la produccion especlﬂcé de VIH-1 Gag de IFN-gama después

de la estimulacién in vitro con péptidos VIH-1 Gag.

La Figura 9 ilustra datos del Ejemplo 2 que muestran la produccién local
de IL-15 y CD40L en el sitio de la vacuna puede reemplazar el requerimiento

para el auxiliar de la célula T para la expansion de las células T efectoras CD8.

La Figura 10, Figura 11, Figura 12, paneles A-C, Figura 13, paneles A-B,

14 y 15 se refieren a las revelaciones establecidas en el Ejemplo 3.

La Figura 16 se refiere a datos de las revelaciones establecidas en el

Ejemplo 4.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
Definiciones

Como se usa en la presente, el tdrmino “protelna objetivo™ signfica que
se refiere a péptidos y proteinas codificadas por constructos de genes de ia
presente invencién que actian como proteinas objetivo para una respuesta

inmune. Los tdrminos “proteina objetivo” & "inmunogeno® son empleados de
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manera intercambiable y se refieren a una proteina contra la cual se puede
elicitar una respuesta inmune. La proteina objetivo es una proteina
inmunogénica que comparte al menos un epitope con una protelna del
patdgeno o el tipo de célula indeseable, tales como células de céncer o células
involucradas en enfermedades autoinmunes contra las cuales se desea una
respuesta inmune. La respuesta inmune cirigida contra la protelna objetivo
protegerd al individuo contra y/o tratard al individuo de la infecciébn o

enfermedad especifica con la cual esta asociada la proteina objetivo.

Como se usa en la presente, el término “constructo genético™ se refiere a
las moléculas de ADN o ARN que comprenden una secuencia nucleotida que
codifica una proteina objetivo o proteina inmunomodulante. La secuencia
codificante incluye seflales de iniciacidon y terminacién enlazadas de manera
operable a elementos regulatorios que incluyen un promotor y sefial de
poliadenilacién capaz de dirigir la expresién en las células del individuo a quien

se administra la molécula de acido nucleico.

Como se usa en la presente, el término “forma expresable” se refiere a
constructos de genes que contienen los elementos regulatorios necesarios
enlazados de manera operable a una secuencia codificante que codifica una
proteina objetivo o una proteina inmunomodulante, tal que cuando esta

presente en la célula del individuo, serd expresada la secuencia codificante.
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Como se usa en la presente, el tdrmino “compartir un epitope” se refiere
a proteinas que comprenden al menos un epitope que es idéntico a o

sustancialmente similar a un epitope de otra proteina.

Como se usa en la presents, el tdrmino “epitope sustancialmente similar”
so refiere a un epitope que tiene una estructura que no as idéntica a un epitope
de una proteina, pero no obstante invoca una respuesta inmune celular o

humoral que inter-reacciona a esa proteina.

Como se usa en la presente, el término “patégeno intracelular” se refiere
a un virus u organismo patogénico que, al menos en parte de su ciclo de vida
reproductiva, existe dentro de una célula hudsped y por ende produce o causa

que se produzcan, protelnas patogenas.

Como se usa en la presente, el término “enfermedades
hiperproliferativas” se refiere a aquellas enfermedades y desordenes

caracterizados por la hiperproliferacion de celulas.

Como se usa en la presente, el tdrmino “proteina hiperproliferativa-
asociada™ se refiere a proteinas que estdn asociadas con una enfermedad

hiperproliferativa.

Como se usa en la presente, el término “proteina inmunomodulante® se
refiere a una proteina que modula el sisterna inmune de una persona a quien

se libsra la protelna inmunomodulante. Ejemplos de proteinas

A
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inmunomodulatorias incluyen: IL-15, CD40L, TRAIL; TRAILrecDRCS5, TRAIL-
R2, TRAIL-R3, TRAIL-R4, RANK, RANK LIGAND, Ox40, Ox40 LIGAND,
NKG2D, F461811or MICA, MICB, NKG2A, NKG2B, NKG2C, NKG2E, NKG2F,
CD30, CD1563 (CD30L), Fos, cjun, Sp-1, Ap1, Ap-2, p38, p65Rel, MyD88,
IRAK, TRAFS, IkB, NIK, SAP K, SAP1, JNK2, JNK1B2, JNK1B.1. JNK2B2,
JNK2B1, JNK1A2, JNK2A1, JNK3A1, JNK3A2, NF-kappa-B2, forma de
empalme p49, NF-kappa-B2, forma de empaime p100, NF-kappa-B2, forma de
empalme p105, precursor de la cadena MNF-kappa-B 50K, NFkB p50, IL-1

humano, -2 humano, [I-<4 humano, IL-4 murina, IL-5 humano, IL-10 humano,

IL-15 humano, IL-18 humano, TNF-a humano, TNF-f humano, interleucina 12"

humana, MadCAM-1, NGF IL-7, VEGF, TNF-R, Tas, CD40L, IL-4, CSF, G-CSF,
GM-CSF, M-CSF, LFA-3, ICAM-3, ICAM-2, ICAM-1, PECAM, P150.85, Mac-1,
LFA-1, CD34, RANTES, IL-8, MIP-1a, E-selecton, CD2, MCP-1, L-selecton, P-
selecton, FLT, Apo-1, Fas, TNFR-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AR,
LARD, NGRF, DR4(TRAIL), DR5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2, DR6, ICE, VLA-
1,y CD86 (B7.2)

Descripcién

La invencién surge de los siguientes descubrimientos 1) los niveles de
expresion de la protelna IL-15 son mas altos cuando no estd presente el
péptido de sefial IL-15, sea que la proteina IL-15 es expresada como una
protelna IL-15 “truncada® o como una proteina de fusién que comprende las
secuencias de proteina IL-15 enlazadas a un péptido sin sefial IL-15,
particularmente, el péptido de sefial IgE. La proteina IL-15 libre del péptido de

seflal IL-15, sea una protefna IL-15 “truncada® o como una protelna de fusién
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que comprende las secuencias de proteina IL-15 enlazadas a un péptido sin
sefial IL-15, particularmente, un péptido de sefial IgE, son particularmente utiles
en vacunas y en constructos para la liberacion de proteina IL-15 como una
protelna inmunomodulante. 2) Ilas vacunas y composiciones
inmunomodulatorias que involucran la liberacién de IL-15 en combinacién con
CD40L son particularmente Gtiles. 3) Las proteinas de fusion que comprenden
ol péptido de sefial IgE facilitan la expresion mejorada y son particularmente,
Inter alia, (tiles en la produccién de protelnas, vacunas y terapéuticos de genes
tales como para la liberacion de proteinas tales como proteinas
inmunomodulantes. En algunas realizaciones preferidas, la invencién
proporciona vectores, vacunas Yy composiciones y métodos
inmunomoduladores que comprenden moléculas de acidos nucleicos que
comprenden secuencias nucleotidas que codifican: proteinas que incluyen IL-
15 humano que codifican secuencias libras del péptido de sefial IL-15 y
preferiblemente libre de la region Kozak IL-15 y regiones no traducidas; o se
proporcionan proteinas de fusion en las cuales secuencias codifican el IL-15
humano con un péptido sin sefial IL-15, preferiblemente, la secuencia de sefial
IgE. Las secuencias que codifican IL-15 son preferiblemente libres de la
secuencia de sefial IL-15, y preferiblemente libres de la regién Kozak IL-15 y
regiones no traducidas. En algunas realizaciones preferidas, la invencion
proporciona vectores, vacunas y composiciones y métodos
inmunomodulatorios que comprenden moléculas de A&cidos nucleicos que
comprenden secuencias nucleotidas que codifican 1) una proteina IL-15, tal
como una proteina IL-15 libre libre del péptido de sefial IL-15, o una proteina de

fusidon que comprende las secuencias de la protelna IL-15 enlazadas a un
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péptido sin sefial IL-15, tales como un péptido de sefial IgE, en combinacién
con 2) secuencias nucleotidas que codifican CD40L humano. Las secuencias
que codifican IL-15 son preferiblemente libres de la secuencia de sefial IL-15, y
preferiblemente libres de la region Kozak IL_15 y regiones no traducidas. En
algunas realizaciones preferidas, la invenciébn proporciona vectores, vacunas y
composiciones y métodos inmunomodulatorios que comprenden moléculas de
acidos nucleicos que comprenden secuencias nucleotidas que codifican
proteinas de fusidn en las cuales el péptido de sefial IgE estd enlazado a una
secuencia de proteina sin IgE, preferiblemente secuencias de proteina IL-15

humana.

Protelnas de fusién que comprenden constructos genéticos que codifican
secuencias de sefial IgE enlazada a proteina sin IgE.

Asl, un aspecto general de la invencidén se relaciona con protelnas de
fusidn que comprenden constructos genétict_)s que codifican la secuencia de
sefial IgE enlazada a una protelna sin-IgE, y al uso de tales constructos en
vectores de expresién, vacunas y composiciones inmunomodulatorias. Se

proporcionan varias realizaciones y formas diferentes con respecto a éste

aspecto.

, De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan composiciones
que comprenden una molécula aislada de acido nucleico que comprende
secuencias de Aacidos nucleicos que codifican una protelna de fusidn que
comprende una secuencia de sefial IgE enlazada de manera operable a una

secuencia de proteina sin IgE.
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La naturaleza de la proteina sin-IgE es dependiente del uso intentado
para los constructos. Por ejemplo, en las realizaciones de terapias con genes,
las secuencias de protelna serfan aquellas de una proteina deseada tal como
una proteina para la cual el paciente carece de cantidades suficientes de una
protelna en funcionamiento o en completb funcionamiento. Ejemplos de este
tipo de proteinas deseada incluyen enzimas tales como ADNasa, factores de
crecimiento tales como la hormona ciel crecimiento (humana, bovina, porcina),
factores de coagulacion, insulina, distrofina, y similares. La proteina deseada
también puede ser aquella que cuando se expresa en el paciente proporciona
un beneficio terapéutico tales como la eritropietina, IL-2, GM-CSF, TPA, y
similares. En algunas realizaciones, la secuencia de la proteina sin IgE es un
inmunogeno. Tales constructos son (tiles en vacunas en las cuales la
expresion del inmunogeno se proporciona como un objetivo para una respuesta
inmune. En algunas realizaciones, la secuencia de la proteina sin IgE es una
proteina inmunomodulante. Tales constructos son dtiles en vacunas en las
cuales la expresion del inmunogeno se proporciona como un objetivo para una
respuesta inmune como también composiciones inmunomodulatorias en las
cuales el efecto deseado es tener el sistema inmune de un pacients, o un
aspecto especlfico de! sistema inmune regulando hacia arriba o regulando
hacia abajo dependiendo de la condicibn del paciente tratado. Los
inmunomoduladores que regulan hacia arriba el sistema inmune son (tiles para
tratar pacientes que sufren de inmunosupresién o enfermedades infecciosas,
por ejemplo, mientras que aquellos que regulan hacia abajo, el sistema inmune

son Utiles, por ejemplo, para tratar enfermedades autoinmunes, pacientes que
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reciben transplantes de 6rganos; injertos de tejidos o terapia de células para
quienes es deseable la supresién inmune. En algunas realizaciones, la
secuencia de la sefial IgE esta enlazada a una secuencia de protelna sin IgE
para ser usada en un sistema en el cual es deseable la produccién de la
proteina IgE. En realizaciones preferidas, el péptido de sefial IgE se deriva de
las mismas especies de animal como las secuencias de proteina a las cuales
estd enlazada. En métodos preferidos, el animal al cual se le administran tales
constructos es de la misma especie que el animal para el cual se derivan la
secuencia de proteina y péptido de la sefial IgE. Tales protelnas de fusién se

considerarian como no-inmunogénicos.

En algunas realizaciones, las composiciones que incluyen un constructo
el cual comprende secuencias codificantes de la seflal IgE enlazada a una
secuencia de proteina sin-IgE, que son proteinas inmunomodulantes, también
puede incluir sobre la misma molécula de acido nucleico 0 una molécula de
acido nucleico diferente, una secuencia de acido nucleico que codifica un
inmunogeno. Generalmente, los inmunogenos, que son discutidlos mas
adelante, pueden ser cualquier proteina inmunogénica que incluye alergenos,
antigenos patégenos, antigenos asociados con cancer o antigenos enlazados a
células asociadas con enfermedades autoinmunes. En realizaciones
preferidas, el inmunogeno es un antigeno patégeno, mas preferiblemente un
patégeno seleccionado del grupo que consiste de VIH, VSH, VCH y VNW.

Como se noté anteriorments, la secuencia de proteina sin-IgE es

preferiblemente una proteina IL-15, mas preferiblemente una proteina IL-15

A



10

15

20

25

libre de la secuencia de sefial IL-15, méas preferiblemente, una proteina IL.-15
libre de la secuencia de seflal IL-15, libre da la regidén Kozak IL.-15, y libre de
las secuencias IL-15 no traducidas. En algunas realizaciones preferidas, tales
composiciones ademas comprenden una secuencia nucleotida que codifica
CD40L. Esta secuencia nuclectida puede ser incluida sobre la misma molécula
de &cido nucleico como la protelna de fusién o una molécula diferente. El
CD40L puede ser incluido en composiciones de -vacuna que incluyen
secuencias que cadifican para inmunogenos, produciendo vacunas mejoradas.
En otras realizaciones, el CD40L puede ser incluido en composiciones
inmunomodulatorias que no incluyen secﬁencias codificantes para

inmunogenos, produciendo composiciones inmunomodulatorias mejoradas.

En algunas realizaciones preferidas, los constructos de édcidos nucleicos
son plasmidos. En algunas realizaciones preferidas, la molé;:ula de &cido
nucleico es incorporada en un vector viral tal como vacunas, adenovirus, virus
asociados a adenovirus, retrovirus, o cualquier otro vector viral aceptable dtil

como vacuna o vector de terapia de gen.

Los constructos genéticos comprenden las secuencias de sefial IgE
enlazadas a una secuencia de proteina sin-lgE que son proteinas
inmunomodulantes que pueden ser incorporadas directamente dentro de
patégenos vivos atenuados de acuerdo con algunos aspectos de la invencién,
Ejemplos de tales patdgenos Utiles como vacunas son sefialados mas

adelante. En realizaciones preferidas, la proteina inmunomodulante es IL-15,

. méas preferiblemente proteina IL-15 libre de la secuencia de sefial IL-15, mas
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preferiblemente proteina IL-15 libre de la secuencia de sefial IL-15 libre de la
region Kozak IL-15; y libre de las secuencias IL-15 no traducidas. En algunas
realizaciones, tales patégenos atenuados son proporcionados ademas con una

secuencia nucleotida que codifica CD40L.

También son aspectos de la invencién una proteina de fusibn que
comprende una secuencia de sefial IgE enlazada de manera operable a
secuencias de protelna sin IgE. En algunas realizaciones, la porcién de la
secuencia de proteina sin-IgE de la proteina de fusion es una enzima. En
glgunas realizaciones, la porcién de la secuencia de protelna sin-IgE de la
proteina de fusién es un inmunogeno. En algunas realizaciones, la porcién de
la secuencia de proteina sin-IgE de la proteina de fusién es una proteina
inmunomodulante. La secuencia de proteina sin-IgE preferida es la proteina II-

15, méas preferiblemente libre de la secuencia de la sefial IL-15.

Proteinas de fuslén que comprenden constructos genéticos que codifican
una secuencia de sefial sin IL-15 enlazada a una proteina IL-15.

Un aspecto general de la invenciéon se relaciona con proteinas de fusion
que comprenden constructos genéticos que codifican una secuencia de sefial
sin IL-15 enlazada a una proteina IL-15 y al uso de tales constructos en
vacunas y composiciones inmunomodulatorias. Varias realizaciones diferentes
y formas son proporcionadas con respecto a éste aspecto. Generalmente, IL-
15 se refiere a IL-15 humano. Sin embargo, los constructos también pueden
referirse a IL-15 de otras especies tales como, por ejemplo, canina, felina,

equina, bovina, porcina u ovina.
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Este aspecto de la invencién surge de la observacibn de que las
secuencias en la proteina expresada por el mARN de IL-15 nativo contiene
sefiales o elementos que inhiben la expresién. Mediante la remocion de estos
elementos inhibitorios, se logra una expresién mejorada. En realizaciones
preferidas, la secuencia que codifica el IL-15 esta libre de la secuencia que
codifica para el péptido de sefial IL-15, y preferiblemente, otra proteina de
sefial, tal como 1a proteina de sefial IgE se proporciona en su lugar. Ademas,
la regién Kozak IL-15 y las regiones no traducidas son removidas también para
eliminar elementos inhibitorios. Los Unicos constructos de secuencias IL-15
incluidos preferiblemente son las secuencias IL-15 que codifican la secuencia

de amino Acidos de |a proteina IL-15 madura libre del péptido de sefial IL-15.

De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan composiciones
las cuales comprenden una molécula aislada de acido nucleico que comprende
una secuencia de &cido nucleico que codifica una proteina de fusién que
comprende una secuencia de seflal sin-IL-15 enlazada a una proteina IL-15.
En algunas realizaciones preferidas, una proteina de fusion consiste de una
secuencia de sefial sin-IL.-15 enlazada a una proteina IL-15. En algunas
realizaciones preferidas, la proteina IL-15 es libre de la secuencia de sefial IL-
15. En algunas realizaciones preferidas, la protelna de fusién es no-
inmunogénica con respecto a las especies de las cuales se derivan las
secuencias IL-15. Asl, una proteina de fusibn no-inmunogénica que

comprende IL-15 humano seria no-inmunogénica en un humano.
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De acuerdo con algunas realizaciones, 8e proporcionan composiciones
que incluyen un constructo el cual comprende secuencias codificantes para una
proteina de fusién que comprende una secuencia de sefial sin-IL-15 enlazada a
una protelna IL-15, también puede incluir sobre la misma molécula de acido
nucleico o una molécula de écido nucleico diferente, una secuencia de acido
nucleico que codifica un inmunogeno. Ger{eralmente. los inmunogenos, que
son discutidos mas adelante, pueden ser cualquier proteina inmunogénica que
incluye alergenos, antigenos patdgenos, antigenos asociados con cancer o
antigenos enlazados a células asociadas con enfermedades autoinmunes. £n
realizaciones preferidas, el inmunogeno es un antigeno patdgeno, mas
preferiblemente un patdgeno seleccionado del grupo que consiste de VIH,
VSH, VCH y VNW.

En realizaciones preferidas, la composicion ademas comprende una
secuencia nucleotida que codifica CD40L. Esta secuencia nucleotida puede
ser incluida sobre la misma molécula de &cido nucleico como la proteina de
fusibn o una molécula diferente. EI CD40L puede ser incluido en
composiciones de vacuna que incluyen secuencias que codifican para
inmunogenos, produciendo vacunas mejoradas. En otras realizaciones, el
CD40 L puede ser incluido en composiciones inmunomodulatorias que no
incluyen secuencias codificantes para inmunogenos, produciendo

composiciones inmunomodulatorias mejorades.

En algunas realizaciones preferidas, los constructos de acidos nucleicos

son plasmidos. En algunas realizaciones preferidas, la molécula de acido
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nucleico es incorporada en un vector viral tal como vacunas, adenovirus, virus
asociados a adenovirus, retrovirus, o cualquier otro vector viral aceptable datil

como vacuna o vector de terapia de gen.

Los constructos genéticos comprenden secuencias nudedﬁdas que
codifican una proteina de fusién que comprende una secuencia de sefial sin IL-
15 enlazada a una protelna IL-15 que puede ser incorporada directamente
dentro de patégenos vivos atenuados de acuerdo con algunos aspectos de la
invencién. Ejemplos de tales patégenos dtiles como vacunas son sefialados
mas adelante. En realizaciones preferidas, IL-15 humana, preferiblemente libre
de la secuencia de sefial IL-15, estd enlazada a la secuencia de sefial IgE
humana. En algunas realizaciones, tales patégenos atenuados son

proporcionados ademés con una secuencia nucleotida que codifica CD40L.

Un aspecto de la invencién es una protelna de fusiéon que comprende
una secuencia de sefial sin-IL-15 enlazada a una secuencia de proteina IL-15.
En algunas realizaciones preferidas, una proteina de fusion consiste de una
secuencia de seflal sin-IL-15 enlazada a protelna IL-15. En algunas
realizaciones preferidas, la proteina IL-15 esté libre de la secuencia de sefial
IL-15. En algunas realizaciones preferidas, la secuencia de sefial es una
secuencia de sefial IgE. Las secuencias son preferiblemente humanas. En
algunas realizaciones preferidas, la proteina de fusién es no inmunogénica. No
inmunogénica se refiere a la protelna que es no inmunogénica con respecto a

las especies de las cuales se derivan las secuencias IL-15.
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Composiciones que comprenden constructos genéticos que codifican IL-
15 y CD40L y métodos para usar las mismas.

Otro aspecto general de la invencién se relaciona con composiciones
que comprenden constructos genéticos que codifican IL-15 y CD40L, y al uso
de tales constructos en vacunas y composiciones inmunomodulatorias. Se
proporcionan varias realizaciones y formas diferentes con respecto a éste
aspecto. Generalmente, IL-15 se refiere a IL-15 humano. Sin embargo, los
cosntructos también se pueden referir a IL-15 de otras especies tales como
canina, felina, equina, bovina, porcina u ovina, por ejemplo. La IL-15 puede
estar en la forma nativa, esto es, con la secuencia de sefial IL-15.
Preferiblemente, la IL-15 es parte de una proteina de fusién que incluye una
secuencia de sefial sin IL-15 y mas preferiblemente esta adicionalmente libre
de la secuencia de sefial IL-15. En realizaciones preferidas, la IL-15 esta

enlazada a una secuencia de seiial IgE.

De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan composiciones
que comprenden una molécula aislada de écido nucleico que comprende una
secuencia de éacido nucleico que codifica IL-15 y CD40L o dos moléculas
aisladas de &cido nucleico diferentes que incluye una primera que comprende
una secuencia de acido nucleico que codifica IL-15 y una segunda que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica CD40L. En algunas
realizaciones preferidas, la proteina que comprende IL-15 es no inmunogénica

con respecto a las especies de las cuales se derivan las secuencias IL-15.
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De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan composiciones
que incluyen un -constructo el cual comprende secuencias codificantes para IL-
15 y CD40L también puede incluir sobre la misma molécula de acido nucleico o
una molécula de acido-nucleioo diferente, una secuencia de acido nucleico que
cadifica un inmunogeno. Generalmente, los inmunogenos, que son discutidos
mas adelante, pueden ser cualquier protalna inmunogénica que incluye
alergenos, antigenos patdgenos, antigenos asociados con cancer o antigenos
enlazados a células asociadas con enfermedades autoinmunes. En
realizaciones preferidas, el inmunogeno es un antigeno patdgeno, mas
preferiblemente un patdgeno seleccionado del grupo que consiste de VIH,

VSH, VCH y VNW.

Las composiciones que incluyen secuencias codificantes para
inmunogenos son Gtiles como vacunas. Las composiciones que no incluyen
secuencias codificantes para inmunogenos pueden ser (tiles como
composiciones inmunomodulatorias. En algunas realizaciones, los
inmunogenos de proteina son también proporcionados como un objetivo para la

respuesta inmune realzada por la combinacion IL-15 y CD40L.

En algunas realizaciones preferidas, los constructos de acidos nucleicos
son plasmidos. En algunas realizaciones preferidas, la molécula de acido
nucleico es incorporada en un vector viral tal como vacunas, adenovirus, virus
asociados a adenovirus, retrovirus, o cualquier otro vector viral aceptable atil

como vacuna o vector de terapia de gen.
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Los constructos genéticos comprenden secuencias nucleotidas que
codifican IL-15 y CD40L que pueden ser incorporadas directaments dentro de
patdgenos vivos atenuados de acuerdo con algunos aspectos de la invencion.
Ejemplos de tales patdgenos (tiles como vacunas son sefialados mas
adelante. En realizaciones preferidas, IL-15 humano, preferiblemente libre de
la secuencia de sefial IL-15, est4d enlazada a la secuencia de sefial IgE

humano.

Vacunas y composiciones inmunomodulatorias

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, las
composiciones de la invencién comprenden constructos genéticos que incluyen
secuencias codificantes para inmunogenos y/o proteinas inmunogénicas.
Tales composiciones son liberadas a un individuo para modular la actividad del
sistema inmune de los individuos y por ende, mejorar la respuesta inmune
contra el inmunogeno. Cuando las moléculas de 4cido nucleico que codifican
una proteina inmunomodulatoria son captadas por células del individuo, las
secuencias nucleotidas que codifican la protelna inmunomodulatoria son
expresadas en las células y, de aqul, las proteinas son liberadas al individuo.
Aspectos de la invencién proporcionan métodos para liberar las secuencias
codificantes de las proteinas sobre una molécula de acido nucleico simple, en
composiciones que comprenden diferentes moléculas de &cido nucleico que
codifican uno o més de los varios factores de transcripcidbn o factores
intermediarios, como parte de vacunas recombinates y como parte de vacunas

atenuadas.
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De acuerdo con algunos aspectos de la presente invencién, se
proporcionan composiciones y métodos los cuales inmunizan profilacticamente
y/o terapéuticamente un individuo contra un patogeno o células anormales,
relacionadas con enfermedades. La vacuna puede ser cualquier tipo de
vacuna tal como, una vacuna viva atenuada, una vacuna de células, una

vacuna recombinante o una vacuna de acido nucleico o ADN.

La presente invencién se relaciona con composiciones para liberar las

protelnas inmunomodulantes y métodos para usar las mismas.

Las moléculas de #acido nucleico pueden ser liberadas mediante el
empleo de cualquiera de varias tecnologias bien conocidas que incluyen
inyeccion de ADN (también referida como vacunacibn de ADN), vectores
recombinantes, tales como adenovirus recombinantes, virus asociados con

adenovirus recombinantes y vacunas recombinantes.

Las vacunas de ADN son descritas en las patentes U.S 5,593,972,
5,739,118, 5,817,637, 5,380,876, 5,926,428, 5,981,505, 5,580,859, 5,703,055,
5,676,504, y las solicitudes de prioridad citadas en el presente, las cuales son
incorporadas como referencia. Adicionalmente a los protocolos de liberacién
descritos en aquellas solicitudes, métodos altemativos para la liberacién de
ADN son descritos en las Patentes US, No. 4,945,050 y 5,036,008, las cuales

son incorporadas en la presente como referencia.
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Las rutas de administracién incluyen, pero no estin limitadas a,
intramuscular, intranasaiments, intraperitoneal, intradermal, subcuténea,
intravenosa, intra-arteriaimente, intraocularmente y oral como también
topicamente, transdermalmente, mediante inhalacibn o supositorio, o tejido
mucosal tales como, lavado a tejido vaginal, rectal, uretral, bucal y sublingual.
Las rutas preferidas de administracién incluyen inyeccién a tejido mucosal,
intramuscular, intraperitoneal, intradermal y subcutaneo. Los constructos
genéticos se pueden administrar por medios que incluyen, pero que no estan
limitados a, jeringas tradicionales, dispositivos de inyeccién con agujas, o

“pistolas de microproyectiles de bombardeo de genes”.

Cuando son captados por una célula, los constructos genéticos pueden
permanecer presentes en la célula como una molécula de funcionamiento
extra-cromosomal y/o integrado dentro del ADN cromosomal. El ADN puede
ser introducido dentro de las células en las cuales permanece como un material
genético separado en la forma de un plasmido o plasmidos. De manera
altemativa, el ADN lineal que se puede integrar dentro del cromosoma puede
ser introducido dentro de la célula. Cuando se introduce ADN dentro de la
célula, se pueden adicionar los reactivos que promueven la integracién de ADN
dentro de los cromosomas. Las secuencias de ADN que son (tiles para
promover la integracion también pueden ser incluidos en la molécula de ADN.
De manera alternativa, el ARN puede ser administrado a la célula. También se
contempla el proporcionar el constructo genético como un minicromosoma
lineal que incluye un centromero, telomeros.y un origen de replicacion. Los

constructos de genes pueden permanecer como parte del material genético en

\Iq
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microorganismos vivos atenuados o vectores microbiales recombinantes que
viven en las células. Los constructos de genes pueden ser parte de genomas
de vacunas virales recombinantes en los cuales el material genético ya sea que
se integra dentro del cromosoma de la célula o permanece extracromosomail.
Los constructos genéticos incluyen elementos regulatorios necesarios para la
expresion de genes de una molécula de Aacido nucleico. Los elementos
incluyen: un promotor, un codon de Iniciacidn, un codén de detencion, y una
sefial de poliadenilacién. Adicionalmente, con frecuencia son requeridos
reaizadores para la expresion del gen de la secuencia que codifica la proteina
objetivo o la protelna inmunomodulante. es necesario que estos elementos
sean enlazados de manera operable a la secuencia que codifica las protelnas
deseadas y que los elementos regulatorios estén operablemente en el individuo

a quien son administrados.

Los codones de iniciacién y los codones de detencion generalmente son
considerados como parte de una secuencia nucleotida que codifica la proteina
deseada. Sin embargo, es necesario que estos elementos sean funcionales en
el individuo a quien se administra el constructo de gen. Los codones de

inciacién y terminacion deben estar en con la secuencia de codificacion.

Los promotores y las sefiales de pcliadenilacion empleados deben ser

funcionales dentro de las células del individuo.

Ejemplos de promotores utiles en la practica de la presente invencion,

especialmente en la produccion de una vacuna genatica para humanos,
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incluyen pero no estan limitados a promotores de Simian Virus 40 (SV40),
promotor de Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV), Virus de
Inmunodeficiencia Humano (MV) tales como el promotor BIV Long Terminal
Repeat (LTR), virus Moloney, ALV, Citomegalovirus (CMV) tal como el
promotor inicial inmediato CMV, Epstein Barr Virus (EBV), Rous Sarcoma Virus
(RSV) como también promoiores de genes humanos tales como Actina
humana, Miosina humana, Hemoglobina humana, creatina muscular humana y

metalotienina humana.

Ejemplos de sefiales de polieadenilacion Gtiles para practicar la presente
invencion, especialmente en la produccién de una vacuna genética para
humanos, incluye pero no estan limitados a sefiales de poliadenilacién SV40 y
senaies de poliadenilacion LTR. En particular, se empleo la sefial de
poliadenilacion SV4Q que estd en el plasmido pCEP4 (Invitrogen, San Diego
CA), referida como la sefial de poliadenilacién SV40.

En adicion a los elementos regulatorios requeridos para la expresion de
ADN, también se pueden incluir otros elementos en la molécula de ADN. tales
elementos adicionales incluyen realzadores. El realzador se puede seleccionar
del grupo que incluye, pero no estad limitado a: Actina humana, Miosina
humana, Hemoglobina humana, creatina muscular humana y realzadores

virales tales como aquelios de CMV, RSV y EBV.

Los constructos genéticos se pueden proporcionar con origen de

replicaciosn mamifero con el fin de mantener el constructo

\\\
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extracromosomalmentey producir multiples copias del constructo en la célula.
Los plasmidos pVAX1, pCEP4 y pREP4 de Invitrogen (San Diego, CA)
contienen el origen de replicacién del virus Epstein Barr y la regién codificante
del antigeno nuclear que codifica EBNA-1 el cual produce alta replicacion

episomal de copias, sin integracion.

En algunas realizaciones preferidas relacionadas con las aplicaciones de
inmunizacién, son liberadas las moléculas de acido nucleico, las cuales
incluyen secuencias nucleotidas que codifican una proteina objetivo, la protelna
inmunomodulante y, adicionalmente, genes para proteinas que ademas realzan
la respuesta inmune contra tales proteinas objetivo. Ejemplos de tales genes
son aquellos que codifican otras c'rhoq_uinas y linfoquinas, tales como alfa-
interferdn, gama-interferdn, factores de crecimiento derivados de plaquetas
(PDGF), TNF, GM-CSF, factor de crecimiento epidermico (EGF), IL-1, IL_2, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-12 e IL-15, incluyendo IL-15 que tiene la secuencia de sefial

cancelada y opcionalmente incluye la secuencia de seiial de IgE.

Un elemento adicional puede ser adicionado que sirva como un objetivo
para la destruccién de células si es deseable eliminar células que rciben el
constructo genético por cualquier razén. Un gen de herpes timidina quinasa
(tk) en una forma expresable puede ser incluido en el constructo genético. El
farmaco gangciclovir puede ser administrado al individuo y ese farmaco
causara la muerte selectiva de cualquier célula que produce tk proporcionando,
asl, los medios para la destruccion selectiva de células con el constructo

genético.
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Con el fin de maximizar la produccién de protelna, las secuencias
reguladoras se pueden seleccionar de aquellas que son bien apropiadas para
la expresion del gen en las células del constructo a ser administrado. Ademas,
los codones se pueden seleccionar de aquellos que son transcritos mas
eficientemente en la célula. Una persona versada en la materia puede producir

constructos de ADN que sean funcionales en las células.

Un método de la presente invencion comprende las etapas de
administrar moléculas de &cido nucleico intramuscularmente, intranasaiments,
intraperitoneaimente, subcutdneamente, intradermalmente o topicamente o
mediante lavado a tejido mucosal seleccionado del grupo que consiste de

inhalacién, vaginal, rectal, uretral, bucal y sublingual.

En algunas realizaciones, la molécula de &cido nucleico es liberada a las
células en conjunto con la administracion de un realzador de la funcion
polinucleotida o un agente facilitador de la vacuna genética. Los realzadores
de la funcién polinucleotida son descritos en la Solicitud US ndmero de serial
5,503,972, 5962428 y la Solicitud Internacional Nimero de Serial
PCT/US94/00899 presentada en Enero 26, 1994, las cuales son incorporadas
en la presente como referencia. Los agentes faclitadores de vacunas
genéticas son descritos en la US Numero de Serial 021,579 presentada en
Abril 1, 1994, la cual es incorporada en la presente como referencia. Los co-
agentes que son adn';inistrados en conjunto con moléculas de acido nucleico se

pueden administrar como una mezcla con la molécula de acido nucleico o

9
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administrados simultdneamente de manera separada, antes o después de la
administracién de las moléculas de éacido nucleico. Adicionalments, otros
agentes que pueden funcionar como agentes de transfeccion y/o agentes
replicantes y/o agentes inflamatorios y los cuales se pueden co-administrar con
un GVF incluyen factores de craecimiento, citoquinas y linfoquinas, tales como
a-interferdn, gama-interferén, GM-CSF, factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF), TNF, factor de crecimiento epidermico (EGF), IL-A, IL-2, IL-
4, IL8, IL-10, IL-12 e IL-15, como también factores de crecimiento de
fibroblastos, -agentes de superficie activa, tales como complejos inmuno-
estimulantes (ISCOMS), adyuvante incompleto de Freund, analogo de LPS que
incluye monofosforil Lipido A (WL), péptidos de muramil, anélogos de quinona y
vesiculas, tales como escualeno y escualeno, y &cido hialurénico también
pueden ser empleados administrdndolos en conjunto con el constructo
genético. En algunas realizaciones, se puede emplear una proteina
inmunomodulante como una GVF. En algunas realizaciones, se proporciona la
molécula de &cido nucleico en asociacibn con PLG para realzar la

liberacién/recaptacién.

Las composiciones farmacéuticas acordes con la presente invencion
comprenden aproximadamente 1 nanogramo a aproximadamente 2000
microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones
farmacéduticas acordes con Ila presente invencibn comprenden
aproximadamente 5 nanogramos a aproximadamente 1000 microgramos de
ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas

contienen aproximadamente 10 nanogramos a aproximadamente 800
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microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones
farmacéuticas contienen aproximadamente 0.1 a aproximadamente 500
microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones
farmacéuticas contienen aproximadamente 1 a aproximadamente 350
microgramos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones
farmacéuticas contienen aproximadamente 25 a aproximadamente 250
micmgﬁmos de ADN. En algunas realizaciones preferidas, las composiciones
farmacéuticas contienen aproximadamente 100 a aproximadamente 200

microgramos de ADN.

Las composiciones farmacéuticas acordes con la presente invencion son
formuladas de acuerdo con el modo de administracién a ser empleado. En
aquellos casos en los cuales las composiciones farmacéuticas son
composiciones farmacéuticas inyectables, estas son estériles, libres de
pirogéno y libres de particulas. Preferiblemente es empleada una formulacién
isotdnica. Generalmente, los aditivos para la isotonjcidad pueden incluir cloruro
de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa. En algunos casos, las
soluciones isoténicas tales como soluciones salinas amortiguadas con fosfato
son preferidas. Los estabilizadores incluyen gelatina y albimina. En algunas

realizaciones, 8o adiciona un agente de vasoconstriccién a la formulacion.

De acuerdo con algunas realizaciones de la invencién, se proporcionan
los métodos para inducir respuestas inmunes contra un inmunogeno mediante

la liberacién de las composiciones de la invencion a un individuo. La vacuna

W2
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puede ser una vacuna viva atenuada, una vacuna celular, una vacuna

recombinante o una vacuna de acido nucleico o de ADN.

En adici6n al uso de formas expresables de una secuencia que codifica
una protelina inmunomodulante para mejorar las vacunas genéticas, la presente
invencién se relaciona con vacunas vivas atenuadas mejoradas y vacunas
mejoradas que emplean vectores recombinantes para liberar genes extrafios
que codifican antigenos. Ejemplos de vacunas vivas atenuadas y aquellas que
emplean vectores recombinantes para liberar antigenos extrafios son descritos
oen las patentes US Nos: 4,722,848; 5,017,487; 5,077,044; 5,110,587,
5,112,749; 5,174,993; 5,223,424, 10 5,222,336; 5,240,703, 5,242,829;
5,294,441; 5,294 548; 5,310,668; 5,387,744; 5,389,368, 5,424,065; 5,451,499;
5,453,364, 5,462,734, 5,470,734; y 5,482,713, las cuales son incorporadas en
la presente como referencia. Se proporcionan los constructos de genes que
incluyen la secuencia nucleotida que codifica una proteina inmunomodulante
estd enlazada de manera operable a secuencias reguladoras que pueden
funcionar en la vacuna para efectuar la expresiéon. Los constructos de gen son
incorporados en las vacunas vivas atenuadas y las vacunas recombinantes

para producir vacunas mejoradas de acuerdo con la invencion.

La presente invencién proporciona un método mejorado para inmunizar
individuos, el cual comprende la etapa de liberar constructos del gen a las
células de los individuos como parte de composiciones de vacuna las cuales
incluyen vacunas de ADN, vacunas vivas atenuadas y vacunas recombinantes.

Los constructos del gen comprenden una secuencia nucleotida que codifica
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una proteina inmunomodulante y que ostd snlazada de manera operable a
secuencias reguladoras que pueden funcionar en la vacuna para efectuar
expresion. Las vacunas mejoradas resultan en una respuesta celular inmune

mejorada.
Inmunogenos

La presente invencién es Util para elicitar respuestas inmunes realzadas
contra una protelna objetivo, esto es, proteinas asociadas especificamente con
patdgenos, alergenos o las células “anormales” propias del individuo. La
presente invencibn es Gti para inmunizar individuos contra agentes
patogénicos y organismos tales que una respuesta inmune contra una protelna
patégena proporciona Inmunidad protectora contra el patbgeno. La presente
invencién es (til para combatir enfermedades y desordenes hiperproliferativos,
tales como céncer, mediante la elicitacién de una respuesta inmune contra una.
proteina objetivo que estd asociada especlficamente con las células
hiperproliferativas. La presente invencién as atil para combatir enfermedades y
desordenes autoinmunes mediante la elicitacibn de una respuesta inmune
contra una protelna objetivo que esta especificamente asociada con células

involucradas en la condicidn autoinmune.

De acuerdo con algunos aspectos de la presente invencion, el ADN o
ARN que codifica una protelna objetivo y protelnas inmunomodulantes es
introducido dentro de las células del tejido de un individuo en el cual es

expresado, produciendo las proteinas codificadas. Las secuencias de ADN o

[1*
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ARN que codifican la protelna objetivo y una o ambas de las proteinas
inmunomodulantes estan enlazadas a elementos reguladores necesarios para

la expresion en las células del individuo. Los elementos reguladores para la

expresidbn del ADN incluyen un promotor y una sefial de adenilacion. -

Adicionalmente, también se pueden incluir otros elementos, tales como una

regién Kozak, en el constructo genético.

En algunas realizaciones, las formas expresables de secuencias que
codifican la proteina objetivo y las formas expresables de secuencias que
codifican ambas protelnas inmunomodulantes son enconiradas sobre la misma

molécula de acido nucleico que es liberada al individuo.

En algunas realizaciones, las formas expresables de secuencias que
codifican la proteina objetivo ocurren sobre una molécula de acido nucleico
separada de las moléculas de acido nucleico que contienen formas
expresables de secuencias que codifican una o mas protelnas
inmunomodulatorias. En algunas realizaciones, las formas expresables de
secuencias que codifican la proteina objetivo y las formas expresables de
secuencias que codifican una o més de las proteinas inmunomodulatorias
ocurren sobre una molécula de 4cido nucleico que es separada de la molécula
de #&cido nucleico que contiene formas expresables de secuencias que
codifican una o mas de las protelnas inmunomodulantes. Se pueden producir y
liberar multiples moléculas de acido nucleico diferentes de acuerdo con la
presents invencién y liberadas al individuo. Por ejemplo, en algunas

realizaciones, las formas expresables de secuencias que codifican la protelna

119
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objetivo ocurren sobre una molécula de &cido nucleico separada de las
moléculas de écido nucleico que contienen formas expresables de secuencias
que codifican una o mas de las dos proteinas inmunomodulantes, las cuales
ocurren sobre una molécula de écido nucleico separada de las moléculas de
acido nucleico que contienen formas expresables de secuencias que codifican
una o mas proteinas inmunomodulantes. En tales casos, todas las tres

moléculas son liberadas al individuo.

La(s) molécula(s) de acido nucleico pueden ser proporcionadas como
ADN plasmido, las moléculas de acido nucleico de vectores recombinantes o
como parte del material genético proporcionados en una vacuna atenuada o
vacuna celular. De manera altemnativa, en algunas realizaciones, la proteina
objetivo y/o marchita o ambas proteinas inmunomodulantes pueden ser
liberadas como una protelna en adicién a las moléculas de acido nucleico que

las codifican o en lugar de las moléculas de acido nucleico que las codifican.

Los constructos genéticos pueden cornprender una secuencia nucleotida
que codifica una protelna objetiva o una proteina inmunomodulante enlazada
de manera operable a elementos reguladores necesarios para la expresion del
gen. De acuerdo con la invencién, se proporcionan las combinaciones de
constructos de genes que inciuyen aquellos que comprenden una forma
expresable de la secuencia nucleotida qua codifica una proteina objetivo y
aquellos que incluyen una forma expresable de la secuencia nucleotida que
codifica una protelna inmunomodulante. La incorporacion dentro de una célula

viviente de la(s) molécula(s) de ADN o ARN que incluye la combinacién de los
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constructos de genes resulta en la expresién del ADN o ARN y la produccion
de la proteina objetivo y una o mas proteinas inmunomodulantes. Resulta una

respuesta inmune realzada contra la proteina objetivo.

La presente invencién puede ser empleada para inmunizar un individuo
contra todos los patdgenos tales comc virus, organismos procariotes y
eucarioticos patogénicos, tales como organismo patogénicos unicelulalres y
parasitos multicelulares. la presente invencién es particularmente util para
inmunizar un individuo contra aquellos patégenos que infectan las células y los
cuales no son encapsulados, tales como virus, y procariotes, tales como
gonorrea, listeria y shigella. Adicionalmente, la presente invencion también es
Gtil para inmunizar un individuo contra patdgenos protozoanos que incluyen un
estado en el ciclo de vida en el cual son patégenos intracelulares. La tabla 1
proporciona un listado de algunas de las familias y géneros virales para los
cuales se pueden preparar las vacunas de acuerdo con la presente invencion.
Los constructos de ADN que comprenden sacuencias de ADN que codifican los
péptidos que comprenden al menos un epitope idéntico o sustancialmente
similar a un epitope desplegado sobre un antigeno patégeno, tales como
aquellos antigenos listados en las tablas, son Utiles en las vacunas. Ademas,
la presente invencién también es Gtil para inmunizar a un individuo contra otros
patdgenos que incluyen patdgenos protozoanos procarioticos y eucarioticos
como también parasitos multicelulares, tales como aquellos listados en la Tabla

2.
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Con el fin de producir una vacuna genética para proteger contra |a
infeccion patdgena, el material genético que codifica protelnas inmunogéonicgs
contra las cuales se puede montar una respuesta inmune protectora se debe
incluir en un constructo genético como la secuencia que codifica para la
objetivo. Sea que el patégeno infecte intracelularmente, para lo cual la
presente invencion es particularmente Util, o extracelularmente, es improbable
que todos los antigenos patégenos elicitaran una respuesta protectora. Dado
que el ADN y el ARN son ambos relativamente pequefios y se pueden producir
relativamente de manera facil, la prasente invencién proporciona la ventaja
adicional de permitir la vacunacién con maitiples antigenos patégenos. El
constructo genético empleado en la vacuna genética puede incluir material
genético que codifica muchos antigenos patdgenos. Por ejemplo, se pueden
incluir varios genes virales en un constructo simple proporcionando asl

objetivos multiples.

Las tablas 1 y 2 incluyen listas de algunos de los agentes y organismos
patogénicos para los cuales se pueden preparar las vacunas genéticas para
proteger un individuo de su infeccion. En algunas realizaciones preferidas, los
métodos de inmunizacidn de un individuo contra un patégeno estan dirigidos

contra VIH, VSH, VCH, VNW o VBH.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un método para
conferir una respuesta inmune protectora contra las células hiperproliferantes
que son caracteristicas en las enfermedades hipelﬁroliferativas y a un método

para el tratamiento de individuos que sufren de enfermedades
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hiperproliferativas. Ejemplos de enfermadades hiperproliferativas incluyen

todas las formas de céncer y psoriasis.

Se ha descubierto que la introduccidén de un constructo genético que
incluye una secuencia nucleotida que codifica una protelna inmunogénica
asociada a "células hiperproliferantes” dentro de las células de un individuo
resulta en la produccién de aquellas brotelnas en las células vacunadas de un
individuo. Para inmunizar contra enfermedades hiperproliferativas, un
constructo genético que incluye una secuencia nucleotida que codifica una
protelna que estd asociada con una enfermedad hiperproliferativa es

administrado a un individuo.

Con el fin de que la proteina asociada-hiperproliferativa sea un objetivo
inmunogénico efectivo, esta debe ser una proteina que sea producida
exclusivamente o en niveles altos en células hiperproliferativas en comparacién

con las células normales. Los antigenos objetivo incluyen tales proteinas,

fragmentos de las mismas y péptidos, los cuales comprenden al menos un -

epitope encontrado sobre tales proteinas. En algunos casos, una proteina
asociada hiperproliferativa es el producto de una mutacién de un gen que
codifica una proteina. El gen mutado codifica una protelna que es casi idéntica
a la proteina normal excepto que tiene una secuencia mino acida levemente
diferente lo cual resulta en un epitope diferente no encontrado en la proteina
normal. Tales proteinas objetivo incluyan aquellas que son protelnas
codificadas por oncogenes tales como myb, myc, fyn, y el gen de translocacion

ber/abl, ras, src, P53, neu, trk y EGRF. Adicionalmente a los productos de

i
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oncogenes como antigenos objetivo, las proteinas objetivo para los
tratamientos anti-cédncer y regimenes protectores incluyen regiones variables
de anticuerpos preparados por linfomas de células B y regiones variables de
receptores de células T de linfomas de células T los cuales, en algunas
realizaciones, también son empleados antigenos objetivo para enfermedades
auto-inmunes. Otras proteinas asociadas a tumores pueden ser empledas
como proteinas objetivo tales como proteinas que son encontradas a niveles
superiores en células tumorales que incluyen la protelna reconocida como

anticuerpo monoclonal 17-1A y proteinas de ligamiento & folato o PSA.

Mientras la presente invencién se puede emplear para inmunizar un
individuo contra una o més de varias formas de cancer, la presente invencién
es particularmente Gtil para inmunizar profilacticamente un individuo que esta
predispuesto a desarrollar un cancer particular o que ha tenido cancer y es por
ende susceptible a una recalda. Los desarrolios en genética y la tecnologia
como también en la epidemiologia permiten la determinacién de probabilidad y
evaluacion del riesgo del desamrolio de céncer en el individuo. Empleando
barrido genético y/o antecedentes familiares de salud, es posible predecir la
probabilidad que tiene un individuo particular para desarrollar cualquiera de los

varios tipos de cancer.

De manera similar, aquellos individuos que han desarrollado cancer y
que han sido tratados para remover el céncer o estan de otra manera en
remisién son particularmente susceptibles a recaldas y re-ocurrencias. Como

parte de un régimen de tratamiento, tales individuos pueden ser inmunizados

%
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contra el cancer que se les ha diagnosticado que tienen con el fin de combatir
una reocurrencia. Asl, una vez es sabido que un individuo ha tenido un tipo de
cancer y esta en riesgo de una recalda, ellos pueden ser inmunizados con el fin
de preparar su sistema inmune para combatir cualquier aparicion futura del

cancer

La presente invencién proporciona un método para tratar individuos que
sufren de enfermedades hiperproliferativas. En tales métodos, la introduccién
de constructos genéticos sirve como un inmunoterapéutico, dirigiendo y
promoviendo el sistema inmune del individuo a combatir las células

hiperproliferativas que producen la protelna objetivo.

La presente invencién proporciona un método para tratar individuos que
sufren de enfermedades y desdrdenes autoinmunes mediante el conferimiento
de una amplia respuesta inmune protectora contra objetivos que estan
asociados con autoinmunidad incluyendo receptores de células y células que

producen anticuerpos “auto’- dirigidos.

Las enfermedades autoinmunes mediacdas por células T incluyen Artritis
reumatoide (RA), esclerosis miltiple (MS), sindrome de Sjogren, sarcoidosis,
diabetes mellitas dependiente de insulina {(IDDM), tiroiditis autoinmune, artritis
reactiva, espondiolitis anquilosante, escleroderma, polimiositis, dermatomiositis,
psoriasis, vasculitis, granilomatosis de Wegener, enfermedad de Crohn y colitis
ulcerativa. Cada una de estas enfermedades esta caracterizada por receptores

de celulas T que enlazan a antigenos enddgenos e inician la cascada de

a
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inflamatoria asociada con enfermedades autoinmunes. La vacunacion contra la
region variable de las células T alicitaria una respuesta inmune que incluye

CTLs para eliminar aquellas células T.

En la RA, se han caracterizado varias regiones variables especificas de
los receptores de las células T (TCRs) que estan involucradas en la
enfermedad. Estas TCRs incluyen VB-3, Vp-14,20 VB-17 y Va-17. As|, la
vacunacién con un constructo de ADN que codifica al menos una de estas
protelnas elicitara una respuesta inmune que marcara células T involucradas
en la RA. Ver: Howell, M.D., et &/, 1991 Proc. Nat. Acad. Sci. USA 88:10921-
10925; Piliard, X., ot al, 1991 Science 253:325-329; Williams, W.V., et al., 1892
J Ciin. Inves. 90:326-333; cada una de las cuales se incorpora en la presente
como referencia. En la MS, han sido caracterizadas varias regiones variables
especificas de TCRs que estén involucradas en la enfermedad. Estos TCRs
incluyen Vfp y Va-10. Asl, la vacunacion con un constructo de ADN que
codifica al menos una de estas protelnas elicitara una respuesta inmune que
marcara células T involucradas en la MS. Ver: Wucherpfennig, KW., et al, 1980
Science 248:1016-1019; Oksenberg, J.R., et al, 1990 Nafure 345:344-348;

cada una de las cuales se incorpora en la presente como referencia.

En escleroderma, se han caracterizado varias regiones variables
especificas de TCRs que estan involucradas en la enfermedad. Estas TCRs
incluyen Vp-8, Vp-8, Vp-14, y Va-16, Va-3C, Va-7, Va-14, Va-15, Va-16, Va-28

y Va-12. Asl, la vacunacién con un constructo de ADN que codifica al menos
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una de estas protelnas elicitard una respuesta inmune que marcaré células T

involucradas en escleroderma.

Con el fin de tratar pacientes que sufren de una enfermedad autoinmune
mediada por célula T, particularmente aquellos para los cuales la region
variable del TCR ha sido caracterizada, se puede llevar a cabo una biopsia
sinovial. Las muestras de las células T presentes se pueden tomar y la region
variable de aquellas TCRs son identificadas empleando técnicas patrén. Las

vacunas genéticas se pueden preparar empleando esta informacion.

Las enfermedades autoinmunes mediadas por célula B incluyen Lupus
(SLE, enfermedad de Grave, miastenia grave, anemia hemolitica autoinmune,

trombocitopenia autoinmune, asma, crioglobulinemia, esclerosis biliar primaria

y anemia pemiciosa. Cada una de estas enfermedades se caracteriza por

anticuerpos que -enlazan antigenos endégenos: e inician la cascada inflamatoria
asociada con enfermedades autoinmunes. La vacunacién contra la region
variable de los anticuerpos elicitarla una respuesta inmune que incluye CTLs

para eliminar aquellas células B que producen el anticuerpo.

Con el fin de tratar pacientes que sufren de una enfermedad autoinmune
mediada por célula B, se debe identificar la regién variable de los anticuerpos
involucrados en la actividad autoinmune. Se puede llevar a cabo una biopsia y
se pueden tomar las muestras de los anticuerpos presentes en un sitio de la

inflamacidon. La regién variable de aquellos anticuerpos se puede identificar

\?V
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empleando técnicas patrén. Las vacunas genéticas se pueden preparar

empleando esta informacion.

En el caso del SLE, se cree que un antigeno es el ADN. Asl, en los
pacientes que son inmunizados contra SLE, 3u suero puede ser barrido para
anticuerpos anti-ADN y se puede preparar una vacuna que incluya constructor
de ADN que codifican la regién variable de tales anticuerpos anti-ADN

encontrados en el suero.

Las caracteristicas estructurales comunes entre las regiones variables
tanto de TCRs y anticuerpos son bien conocidas. La secuencia de ADN que
codifica un TCR particular o un anticuerpo se puede encontrar generalmente
siguiendo métodos bien conocidos tales como aquellos descritos en Rabat, et
al 1987 Sequence of Proteins of Immunological interest U.S Department of
Health and Human Services, Bethesda MD, la cual se incorpora en la presente
como referencia. Adicionalmente, un método general para la clonacién
funcional de regiones variables de anticuerpos se pueden encontrar en
Chaudhary, V.K., et al. 1990 Proc. Natl. Aced Sci. USA 87:1066, el cual es

incorporado en la presente como referencia.
Produccién de proteinas recombinantes
La presents invencion se relaciona con cultivos in vitro de células

huésped que comprende vectores de expresion operable en tales células

huésped que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
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proteinas de flljsibn que consiste de un péptido de sefial IgE enlazado a
secuencias de proteina sin-IgE; a tales moléculas de acido nucleico; y a células
huésped que comprenden tales vectores. La presente invencién ademas se
relaciona a métodos para producir una proteina de fusién que comprende |a
etapa de cultivar la célula huésped. La presente invencion se relaciona con
proteinas de fusion aisladas que comprende un péptido de sefial IgE enlazado

a secuencias de protelna sin-IgE.

Las proteinas de fusién se pueden producir mediante medios rutinarios
empleando materiales de partida disponibles facilmente como se describi6
anteriormente. La provisiébn de una secuencia de ADN adecuada que codifica
la proteina deseada permite la produccién de la protelna empleando técnicas

recombinantes conocidas ahora en la técnica.

Una persona versada en la materia puede, empleando técnicas bien
conocidas, insertar ADN que codifica una proteina de fusién dentro de un
vector de expresién disponible comercialmente para su empleo en sistemas de
expresion bien conocidos. El plasmido pYES2 disponible comercialmente
(Onvitrogen, San Diego, Calif) puede ser empleado para la produccién en
cepas de levaduras S. cerevisiae. El sistema de expresién baculovirus
completo MaxBac™ disponible comercialments (Invitrogen, San Diego, Calif)
puede ser empleado para la produccién en células de insectos. El plasmido
pcADN | disponible comerciaimente (Invitrogen, San Diego, Calif) puede ser
empleado para la produccién en células de mamiferos, tales como células de

Ovario de hamster Chino. Una persona versada en la materia puede emplear
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estos sistemas comerciales de vectores de expresién u otros para producir
proteina de fusibn empleando técnicas rutinarias y materiales de partida

facilmente disponibles.

Una persona versada en la materia puede emplear otros vectores y
sistemas de expresion disponibles comercialmente o producir vectores
empleando métodos bien conocidos y materiales de partida facimente
disponibles. Los sistemas de expresién que contienen las secuencias de
control requisito, tales como promotores y sefiales de poliadenilacién, y
prefariblemente realzadores, estan disponibles y son conocidos en la técnica
para una variedad de huéspedes. Ver, por ejemplo, Sambrook et al, Molecular
Cloning a Laboratory Manual, Second Ed. Cold Spring Harbor Press (1989).
Asl, se pueden preparar las proteinas deseadas en ambos sistemas
procarioticos y eucarioticos, resultando en un espectro de formas procesadas

de la proteina.

Una amplia variedad de huéspedes eucarioticas también estan
disponibles para la produccién de proteinas extrafias recombinantes. Los
huéspedes eucarioticas se pueden transformar con vectores de expresion que

producen la proteina deseada directamente erpleando el péptido de sefial IgE.

Los sistemas eucarioticos cominmente empleados incluyen, pero no
estan limitados a, levaduras, células fingicas, células de insectos, células
mamiferas, células aviares, y células de plantas superiores. Los promotores

adecuados estan disponibles, los cuales son compatibles y operables pzira su
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uso en cada uno de estos tipos de huéspedes como también lo estan las
secuencias de -terminacién y los realzadores, como por ejemplo, el promotor
baculovirus polihedron. Como lo anterior, los promotores pueden ser ya sea
constitutivos o inducibles. Por ejemplo, en sistemas de mamiferos, el promotor
de metalotioneno de ratén puede ser inducido por la adicion de iones de

metales pesados.

Los particulares para la construccién de los sistem?s de expresion
adecuados para huéspedes son conocidos pcr aquellos en la técnica. Para la
produccién recombinante de la proteina, el ADN que la codifica es ligado de
manera adecuada dentro del vector de expresion de eleccion, y poéteﬁormente
empleado para transformar el huésped compatible que es posteriormente
cultivado y mantenido bajo condiciones en las cuales tiene lugar la expresion
del gen extrafio. La proteina de la presente invencién producida de esta
manera es recuperada del cultivo, ya sea mediante lisis de las células o
preferiblemente del medic de cultivo como sea apropiado y conocido por

aquellos de |a técnica.

Una persona versada en la materia puede, empleando técnicas bien
conocidas, aislar la proteina del receptor de fusion o fragmentos de la misma

producida empleando tales sistemas de expresion.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1
INTRODUCCION

El éxito de la combinacién de la terapia antiretroviral, para reducir la
carga viral en sujetos infectados resulto en prognosis mejorada para muchos
individuos positivos con VIH-1. Sin embargo, un nimero de laboratorios ha
reportado que el reservorio viral es impactado de manera pobre por los
regimenes de combinacién de farmacos (Referencias 1-3 abajo). A la fecha la
aproximacion a la terapia de no combinaci_bn ha resultado en transparencia
viral y existen significativos efectos secundarios asociados con los actuales
regimenes terapéuticos que finalmente afectan el cumplimiento del paciente e
impactan el curso de la enfermedad. Por lo ianto, existe una gran necesidad
por explorar formas altemnativas de terapia que incluye.n aproximaciones
inmunoterapéuticas potenciales para VIH-1. Se cree que las respuestas de las
células T CD8+ son importantes para controlar la infeccién por VIH-1 y en la
reduccion del progreso de la enfermedad. Aunque la funcién exacta de las
respuestas de las células T CD8+ especificas de VIH-1 en el control de la
replicacion viral no han sido completamente elucidados, se ha establecido una
comelacion entre la progresion a largo plazo en individuos seropositivos para
VIH-1 y respuestas celulares especificas mediadas por células T CD8+
(referencias 4-7 abajo). Adicionaimente, un cohorte de individuos altamente
expuestos, pero negativos de VIH en Gambia no han demostrado respuestas a
anticuerpos, mas adn han demostrado respuestas inmunes a célutas T CD8+
anti-VIH-1 (Referencias 8 y 9 abajo). De hecho, después de la infeccion con

VIH-1 se indujo una fuerte respuesta inmune celular con una concurrente calda



10

15

20

25

56

en la carga viral. Mas aln, a pesar de la presencia de altos niveles de linfocitos
T citotéxicos {CTL) especificos de VIH, no se aclaro la infeccion por VIH-1.
Esta discrepancia entre una alta respuesta mediada por CD8 y la progresion
continuada de la enfermedad es de interés. La incapacidad de las CTLs para
limpiar los virus puede ser debido en parie a los mutantes de escape de CTL
(referencias 10-14 abajo), posiblemente inmunopatogénesis de los virus, tales
como la regulacion descendiente asociada a Nef de MHC Clase | o Vpr o
efectos de env sobre la inmunidad del huésped (referencias 15-18 abajo). Un
aspecto adicional es la carencia de un auxiliar efectivo de célula T CD4 para los
linfocitos T CD8+ (Referencias 19 y 20 abajo). Se ha observado que las
células circulantes CD8+ pueden haber dafiado la funcién (referencia 21
abajo). Sila inmunopatogénesis de VIH-1 limita el desarrollo de una respuesta
efectiva de CD8, entonces la presentacién de antigenos de VIH-1 dentro del
contexto de la terapia anti-retroviral podria impulsar las células efectoras y de la
memoria CD8 de manera limitada. Estos sventos podrian tener un impacto
potencial sobre la enfermedad resultante. Sin embargo, esto puede ser
importante para proporcionar asistencia para la expansion de la célula T CD8+.
Sobre este particular, se encontrd que la supervivencia de las células T de la
memoria CD8+ no estaban contigentes sobre la presentacién continuada del
antigeno, (Referencia 22 abajo) pero puede ser més dependiente de la

produccion de cigtoquinas especificas en el ambiente periférico.

Una de tales citoquinas que parece impactar significativamente las
células T CD8+ es la interleuquina-15 (IL-15). Waldmann y colegas reportaron

primero que la IL-15 es una proteina de 15 kDa que emplea las cadenas gama
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y beta del complejo receptor IL-2 en concierto con una Unica cadena alfa para
las células T de sefial (Referencia 23 abajo). La IL-15 manifiesta actividad anti-
apoptdctica y parece jugar un papel en [a estimulacién de un fenotipo de la
célula T de la memoria CD8+. El papel que juega la IL-15 en la infeccién
delVIH-1 esta siendo investigado por un niimero de grupos. Se ha demostrado
que la IL-15 reduce la apoptosis de linfocitcs aislados de sujetos infectados con
VIH-1 (Referencia 24 abajo) e incrementa la actividad y proliferacion de células
destructoras naturales, (referencias 25-27 abajo). La IL-15 también esta
implicada en la proliferacion de céluias B (referencias 28 y 29 abajo) de sujetos
infectados con VIH-1 y la activacién de macrofagos (referencia 30 abajo). de
manera importante, la IL-15 también parece tener un papel directo sobre la
proliferacion de la célula T efectora del VIH-1 y la produccién del interefern-
gama (IFN-gama) (Referencias 31 y 32 abajo). Mas a(in, la IL-15, no era capaz
de estimular IFN-gama en muchos sujetos evaluados quienes eran
seropositivos para VIH-1. Los efectos de la IL-15 sobre las respuestas

inmunes celulares T del antigeno especifico CD8+ fueron por ende exploradas.

Se examinaron los efectos de IL-15 sobre las células T aisladas de

. sujetos seropositivos infectados crénicamente con VIH-1. Se encontrd que

rhiL-15 realza la proliferacién de células t CDB, y de manera importante, la IL-
15 expandi6 la produccién efectora de IFN-gama del antigeno expecifico CD8+
en todos los sujetos. En un modelo de inmunizacién la IL-15 impulsé la funcién
efectora de CD8+, la cual fue explorada en un sistema de modelo de
inmunizacioén. Los linfocitos CD8+ de ratones fueron capaces de lisar objetivos

que expresan antigenos de VIH-1 a un nivel méas alto cuando la IL-15 era

135
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proporciona en trans. Este efecto ocurrid an la ausencia de proliferacion fuerte
de células T CD4+. Sin embargo, en los ratones bloqueados (KO) con CD4, la
IL-15 no podria evitar completamente el requerimiento para el auxiliar CD4 en
la generacion de la respuesta efectora de CD8. Estos resultados sugieren que
la IL-15 es altamente efectiva en la expansion de las células de la memoria

CD8, pero la IL-15 sola no es suficiente para su generacion inicial.

MATERIALES Y METODOS
Ensayo Elispot sobre PBMCs humano

Se evaluaron los PBMCs aislados de voluntarios VIH-1 positivos
mediante la técnica bésica de ficoll-hypaque para la funcién efectora mediante
un ensayo ELISPOT patrdn. Los PBMCs fueron resuspendidos en RPMI con
FCS al 10% (R10) a una concentracién de 1 x 10 células/ml. E! anticuerpo 1-
DIK (Mabtech, Mariemont OH; Nacka, SE) fue diluido hasta 15 pg/ml en una
solucién carbonato-bicarbonato 0.1M (pH8.6) y se empleo para revestir placas
de 96 pozos con membrana de nitrocelulosa (Millipore, Bedford, MA). Las
placas fueron incubadas a 4°C durante toda la noche. las placas fueron
lavadas 6 veces con 200ul de PBS. Se preparo una mezcla de 122 péptidos
estériles como un cdctel a una concentracién (por cada péptido) de 50ug/ml en
DMSO. Los péptidos son una serie de pe’ptidos en superposicién, de 15
amino 4cidos de longitud, que abarcan todos los Gag VIH-1 (Repositorio de
Referencia Y Reactivos, ARRR). Se adicionaron 100,000 PBMCs a cada pozo
(100 pl a 1.0 x 10°® células/ml) de las placas recublertas con el anticuerpo de
nitrocelulosa, junto con 100ul del coctel de péptidos diluido 1:200 en R10 con o

sin 50 ng/mi de IL-15 (concentracién final 25 ng/ml). Cada muestra se ensayo
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por triplicado. Se empleo PHA a Sug/ml como un control positivo. las placas
fueron incubadas a 37°C durante aproximadamente 24 horas. Posteriormente
las placas fueron lavadas 6 veces con 200l de PBS. Se adicion6 100 pl del
anticuerpo 7-B6-1-Biotina (mabtech) a cada pozo a una concentracién de
1ug/ml en PBS. Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente durante
1-2 horas. Las placas fueron lavadas € veces con 200 ul de PBS. Se
adicionaron 100 pul de solucién de sustrato (BCIP/NBT, Sigma) a cada pozo. La
solucién en desarrollo fue removida con agua de extraccion. Los Dynabeads
(Dynal Biotech, Lake success, NY; Oslo, NO) acoplado a anticuerpo
monoclonal especifico para cualquiera de CD7 o CD4 fueron empleados para

agotar las poblaciones de CD8 y CD4.

Co-estimulaciéon de PBMCs con anticuerpo monoclonal a CD3

Los PBMCs aislados de sujetos seropositivos para VIH-1 fueron
estimulados con anticuerpo monoclonal especlfico para CD3 enlazada para
Dynabeads (Dynal Biotech) con o sin IL-15 (50 ng/ml) y se analizo para la
produccién de IFN-gama mediante ELISPOT, como se describié anteriormente.
Los Dynabeads (Dynal Biotech)acoplados a anticuerpos especificos para
cualquiera de CD8 o CD4 fueron empleados para agotar las poblaciones de

CD8 y CD4.

Co-estimulacién de PBMCs con CD40L
La proteina CD40L fue evaluada en combinacién con IL-15 y la mezcla
de péptidos a una concentracién de 250ug/ml y se analizo para la produccion

de IFN-gama mediante ELISPOT como se describié anteriormente.
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Inmunizaclén de plasmido en ratones

Los ratones Balb/c hembras fueron co-vacunados en las semanas 0 y 2
con 50 ug de pCgag o pCenv y 50 ug del plasmido que expresa genes de
citoquina Thl IL-15 dependiente de IL-2R como se describié anteriormente
(Referencias 33 abajo). Los ratones homocigéticos para la mutacién marcada
Cd4™™ también fueron empleados. Los ratones tienen un bloque completo
en el desamolio de célula T CD4+ debido a una mutacién en el gen CD4; 90%
de sus células T circulantes son CD8+. Los ratones mutantes homocigoéticos
también muestran un deficit restringido de Clase Il en la actividad de la célula T
auxiliar y otras respuestas de células T. B6.129S6-Cd4™ ™ fueron co-
vacunados en las semanas 0 y 2 con 50 pg de pCgag y 50 ug de plasmidos
que expresan CD40L, IL-15 o ambos en combinacién. Todo el ADN fue
preparado empleando columnas Qiagen y formulaciones finales fueron
bupivacaina al 0.25% es amortiguador de citrato isotdnico. Los esplens fueron

sembrados una semana después de la segurida inyeccion.

Ensayo de linfocito T citotoxico en murina

La respuesta CTL fue evaluada en un ensayo CTL de liberacién de *Cr
de cinco horas empleando células infectadas con vacunas recombinantes como
objetivos. Los esplenocitos fueron aislados una semana después de la
vacunacion y se estimulo in vitro. Los efectores fueron estimulados con células
relevantes infectadas con vacunas. P815 fueron infectados con vDK1 para
gag/pol, (ARRR) o vMN482 (ARRR) para env. Los estimuladores fueron fijados
con glutaraldehido al 0.1% como se describié previamente y se incubaron con

los esplenocitos en una proporcion de 1:20 por cuatro a cinco dlas en un medio
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de cultivo CTL. El medio de cultivo CTL consistia de una proporcién 1:1 de
medio Dulbecco Modificado de Iscove (Gibc—BRL, Grand island, NY) y la
Solucién Salina Balanceada de Hank (Gibco-BRL) con suero fetal de temero
1640 al 10%(Gibco-BRL) y RAT-T-STIM sin Con A (Becton Dickinson Labware,
Bedford, MA). Los objetivos infectados con vacunas fueron preparados
infectdndo 3 x 10° células P815 en una multiplicidad de infeccién (MOI) de 10
durante doce horas a 37°C. Se realizo un ensayo de liberacién de Cromo en el
cual las células objetivo fueron marcadas con 20 pCi/ml de Na251CrO4 durante
120 minutos y se incubaron con los esplenacitos efectores estimulados durante
seis horas a 37°C, La lisis de CTL se determino en las proporciones
efector:objetivo (E:T) en el rango de 50:1 a 12.5:1. los sobrenadantes fueron
sambrados y contados cobre un contador-gama LKB CliniGamma. El

porcentaje de lisis especifica se determino a partir de la formula:

100 x liberacién experimental — liberaciéon espontanea

liberacién maxima - liberacién espontéanea

Se determino la liberacion méxima mediante la lisis de células objetivo en un
medio que contiene Triton X-100 al 1%. No sa consideraba un ensayo valido si
el valor para las cuentas de “liberacién espontanea estaba en un exceso del

20% de la “liberacién maxima“.

Lisls complementaria de células T CD8+
Las células T CD8+ fueron removidas de los esplenocitos mediante un

tratamiento con anticuerpo monoclonal anti-CD8 (pharmingen, San Diego, CA)
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seguido por incubacién con complemento de conejo (Sigma) durante 45 min, a

37°C como se describié (Referencia 33 abajo).

Ensayo de proliferacién de célula auxillar T murina

Se empleo un ensayo de proliferacion de linfocitos para evaluar la
inmunocompetencia total de los linfocitos y detectar células divisoras
especificas de antigeno. Los linfocitos fueron sembrados de esplens y se
prepararon mediante la remocién de los eritrocitos y lavando varias veces con
medio fresco como se describié (Referencia 34 abajo). Las células aisladas
fueron resuspendidas a una concentracion de 5 x 10° células/ml. Se adiciond
inmediatamente una alicuota de 100u! que contiene 5 x 10° células a cada pozo
de una placa de fondo plano de microtitulacion de 96 pozos. La proteina
recombinante p24 fue adicionada a los pozos por triplicado resultando en la
concentracion final de Spg/ml y 1 ug/ml. Las células fueron incubadas a 37°C
en CO2 al 5% durante tres dias. Se adicioné un uCi de timidina titulada a cada
pozo y las células se incubaron durante 12 a 18 horas a 37°C. Las placas
fueron sembradas y se midi6 la cantidad de timidina titulada incorporada en un
lector Beta Plate (Wallac, Turku, Finlandia). El Indice de estimulacién se
determind a partir de la férmula:

Indice de Estimulacién (Sl) = (cuenta experimental/cuenta esponténea)

Los pozos con cuentas espontaneas inclufan suero fetal de temero al
10%, lo cual servird como control de protelna irrelevante. De manera similar,
los esplenocitos de pCgag o ratones de control inmunizados rutinariamente

tienen un Sl de 1 contra su proteina objetivo irelevante. Para asegurar que las
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células son saludables, se empleo PHA o Con A (Sigma) como un control

policlonal estimulador positivo.

Andlisis de Citoquina y Quimoquina de células murina estimuladas

Los linfocitos fueron sembrados de esplens y las células aisladas fueron
resuspendidas a una concentracién de 5 x 10° células /ml. Se adiciono una
allcuota de 100u! que contiene 5 x 10° células a cada pozo de una placa de
fondo plano de microtitulacién de 96 pozos. La proteina recombinante p24 o de
envoltura fue adicionada a los pozos por triplicado resultando en
concentraciones finales de Sug/ml y 1 ug/ml. Las células fueron incubadas a
37°C en CO. al 5% durante tres dias y se sembraron los sobrenadantes. Las
citoquinas y las quimoquinas se midieron con kits ELISA disponibles

comercialmente.

Tinclén Intracelular para el Interferén-y de células murinas estimuladas

A los ratones les fueron proporcionadas dos inyecciones con alguno del
plasmido pCgag ADN o plasmido pCgag ADN més piL-15. Una semana
después, los esplenocitos fueron sembrados v cultivados in vitro durante cinco
horas en un medio que contiene un céctel del péptido p55 (que contienen 122
15meros de empalme p55 VIH-1 con supemosiciones de 11 aa) y Brefeldin A.
Después de la estimulacion, las células fueron tefiidas extracelularmente con
anticuerpos anti-raton CD3 y anti-ratén CD8 y posteriormente intracelularmente
con anti-ratdn IFN-y. Las curvas de puntos representan respuestas de linfocitos
CD3+/CD8+.

¢
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Mapeo del epitope

Los esplenocitos fueron resuspendidos en RPMI con FCS al 10% (R10)
a una concentracién de 1 x 10° células/ml. La serie de 122 péptidos obtenidos
del Repositorio de reactivos y referencia fueron mezclados como conjuntos de
10 péptidos por conjunto a una concentracién final de 20 ug/péptido. Cada
péptido fue incluido en dos conjuntos distintos para un total de 22 conjuntos de
péptidos. Los conjuntos fueron dispuesios en un formato de matriz y se
emplearon para la estimulacién del espleriocito. Se evalud la produccién de
IFN-gama mediante ELISPOT (Sistemas R y D). Las placas fueron incubadas
a 37°C por aproximadamente 24 horas. Cada muestra se ensayo por

triplicado.

RESULTADOS
Estimulaclién de linfocltos con CD3 e IL-15

El IL-15 fue evaluado por su capacidad para aumentar la activacion
ofectora de la célula T, de manera sinergistica, con la estimulacion del receptor
de la célula T. Los PBMCs fueron aislados ds individuos infectados con VIH-1.
Los PBMCs fueron estimulados con anticuerpos enlazados a la superficie para
CD3 y posteriormente incubados durante toda la noche con IL-15. Como era
de esperarse, la sola estimulacion de CD3 de los PBMCs indujo la produccion
de IFN-y, mientras que el suplemento IL-15 solo indujo poco a nada de
respuesta. Sin embargo, se observo un incremento de varias veces en el
ndmero de células que secretan IFN-y cuando los linfocitos fueron estimulados
con CD3 e IL-15 en conjunto (Figura 1). Las poblaciones estimuladas fueron

agotadas de células CD4+ o CD8+ y posteriormente suplementadas con IL-15

Az,
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y de nuevo se probé su actividad. Nuevamentse, la pérdida de las células CD8
agot6 la activacién de sefial. Los datos indican que las células T efectoras
CD8+ de individuos cronicamente infectados con VIH-1 pueden ser expandidas
mediante la estimulacién con IL-15/CD3 (Figura 2).

Produccién de IFN-7 de Antigeno espacifico de muestras positivas de
VIH-1 después de la estimulacién con IL-15

Se evalué in vitro la capacidad del IL-15 para realzar una respuesta de
CD8+ del antigeno especifico VIH-1. Las muestras fueron recogidas de sujetos
infectados crénicamente con VIH-1+ quienes estaban siendo tratados con
terapia de combinacién antiretroviral (HAART). Los PBMCs fueron evaluados
por su capacidad para secretar IFN-gama después de la estimulacion con
péptidos especificos VIH-1 en presencia o ausencia de IL-15. Los PBMCs
fueron estimulados con péptidos de 15 amino 4cidos en superposicién de VIH-1
que abarcaban toda la regién de lectura abierta de la proteina gag VIH-1. Los
PBMCs de los sujetos estimulados con péptidos exhibieron una produccién
expandida de IFN-gama cuando se trataron con IL-15 (Figuras 3A y 3B) y
existié una diferencia significativa entre la produccién del IFN-gama con y sin
IL-15 (p=.009), (Figura 3C). Algunos sujetos tenlan altos niveles de secrecion
de IFN-gama con la sola estimulacion de IL-15 (Figura 3A), sugiriendo que ellos
tenian activacién parcial de las células T que fueron bloqueadas y requerian de
suplemento de citoquina para ser efectivas. Esta actividad estaba claramente
mediada por CD8 dado que la produccién de IFN-gama estaba perdida cuando
la poblacién de células CD8 estaba agotada (Figura 3D).



10

15

20

25

66

IL-15 realza la respuesta de CD8+ CTL en ratones /n vivo.

Los anteriores estudios de respuestas de VIH-1 e IL-15 establecieron
que el IL-15 podria realzar la produccién de IFN-gama en poblaciones de
células T iniciadas. Sin embargo, no era claro que efecto tendria el IL-15
sobre la induccion funcional de las células T CD8+ in vivo. Para responder
este cuestionamiento se empleo un sistema de modelo de ratén. Los ratones
fueron vacunados con plasmidos de VIH-1 como medios para fiberar los
antigenos de VIH-1 y estudiar la induccién de |a inmunidad de CD8 in vivo. Los
plasmidos que expresan VIH-1 fueron co-inyectados con un plasmido que
expresara IL-15, o un pldsmido control, y se compararon las respuestas
inmunes resultantes. En los ensayos voluminosos de CTL, la co-inyeccién con
plasmidos que expresan envoltura de VIH-1 e IL-15 resultaron en
aproximadamente 40% de lisis de los objetivos que expresan envoltura de VIH-
1 en una proporcién efector:objetivo de 50 : 1 comparado con el 11% de lisis
observado con el plasmido de envoltura y el vector de control (Figura 4, panel
A). Estos resultados eran dependientes de célula T CD8 e indican un efecto

significativo de IL-15 sobre el efactor de respuesta de la célula T.

IL-15 Induce la secreciéon de MIP-1p e IFN-g después de la estimulacién
con antigeno en ratones

Las respuestas inmunes celulares inducidas por vacunas fueron
adicionalmente extendidas examinando los perfiles de expresion de la p-
quimoquina MIP-1f como un marcador de la activacidon inmune. Las
quimoquinas son moduladores importantes de respuestas inmunes e

inflamatorias. Ellas son de especial importancia en la regulacién molecular de
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la circulacion de leucocitos de las vesiculas hacia los sitios periféricos de la
defensa del huésped. Ademds, previamente se ha reportado que las
quimoquinas producidas por células T que incluyen MIP-1p juegan un papel
critico en la expansién inmune celular (Referencia 24 abajo). Por lo tanto, el
nivel de quimoquinas producido por células T esfimuladas. pueden
proporcionar una visidn adicional acerca del nivel y la calidad de la respuesta
inmune celular de antigeno especifico. Se analizo y probd el sobrenadante de
las células T estimuladas (como se describié en Materiales y Métodos) para la

liberacidn de MIP-1B. La co-inmunizaciéon con IL-15 resulto en niveles de

secrecion de MIP-1p altos (Figura 4, panel B).

Los sobrenadantes fueron evaluadosademas para la produccién de la citoquina
Thi, IFN+y. Se obtuvieron las muestras justo antes de que las células fueran
empeladas en el ensayo de CTL después de una estimulacion con linfocitos de
3 dias con un estimulador de células infectado con vacuna recombinante que
expresa envoltura de VIH-1. La Figura 4, panel C nota que los esplenocitos de
ratones co-inyectados con IL-15 indujo altos niveles de IFN-y (120 pg/ml) en
comparacién con aquellos inyectados con la vacuna plasmido solamente o el
control. Por el contrario, no se observo en estos estudios una produccién

significativa de IL-14 por cualquier cultivo (datos no mostrados).

Tincién Intracelular para IFN-y y TNF-a
Para cuantificar la respuesta de la célula T a las vacunas de VIH-1, se
llevaron a cabo ensayos de tincién intracelular de citoquina. Los animales

inmunizados fueron sacrificados y los esplenocitos fueron sembrados y
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cultivados in vitro durante cinco horas en un medio que contiene la mezcia del
coctel pb5 y Brefeldin A. Las células T CD8+ CD3+ fueron ensayadas
mediante citometria de flujo para la produccién de IFN-y o TNF-a (Figura 5,
panel A y figura 5, panel B). Los animales co-vacunados con IL-15 exhibieron
altas respuestas de las células T efectoras de CD8 con 2.6% de células T
CD8+ que producen IFN-y y 3.7% produciendo TNF-a. Estos datos ilustran que
el IL-15 exhibié un profundo efecto sobre la respuesta funcional de la célula T
CD8+,

Proliferacién de linfocitos de esplenocitos de murina co-Inmunizados con
vacunas de IL-15 y VIH-1.

La activacién o proliferacién de los linfocitos auxiliares T es vital para la
expansién inmune humoral y celular. Los esplenocitos de los ratones
inmunizados fueron evaluados en un ensayo basico de proliferacibn de
linfocitos para su capacidad de proliferar en respuesta a la estimulacién con
antigeno VIH-1 recombinante. La IL-15 no parecié tener un impacto dramatico
sobre las respuestas proliferativas (Figura 6). Sin embargo, se empleo IL-2
como control y se observaron claramente incrementos significativos en la
proliferacidon de esplenocitos para la protelna env gp120 en los ratones co-
inyectados con plasmidos IL-2. Los esplenociios de los ratones co-inyectados
con IL-2 resultaron en indices de estimulacién que fueron al menos 3 veces
més grandes que aquellos de los ratones inmunizados con el control, pCgag
solo, pCenv + IL-15 (Figura 6). Este dato ilustra adicionalmente que la IL-15
parece realzar la funcién de las células T CDB8 sin una expansion dramatica del

auxiliar de la célula T. Esto solamente ilustra que esta expansion mediante |-
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15 no es dependiente de IL-2. Esto sugiere, en tal caso, la expansién de CD4
como también la funcién efectora de CDB8.

Mapeado del epitope

Para resolver la cuestiéon de sl el realce de las respuestas de células T
CDB8+ con el tratamiento con [IL-15 fue debido a un incremento en el nimero de
epitopes respondié a (esto es, dispersion del epitope) o-se debié6 a un
incremento total en el nimero de células T CD8+ especificas para el mismo
epitope. Se emplearon el ensayo ELISPOT y la serie de péptidos obtenidos de
la referencia y Repositorio de Reactivo AIDS imezclados como conjuntos en un
formato de matriz). Dos epitopes fueron identificados. El epitope dominante
fue mapeado para los amino acidos Gag 197 a 211 (AMQMLKETMEEAAE-
SEC ID NO:1) (Figura 7). Paterson et al .han definido previamente
AMQMLKETI-SEC ID NO:2 (referencia 35 abajo) como el epitope CD8
dominante después de la inmunizacibn con una vacuna VIH-1 L.
monocytogenes recombinante. Un epitope subdominante, los amino acidos
293-307 (FRDVDRFYKTRAE - SEC ID NO: 3) (Figura 7) fue definido
adicionalmente. No hubo un incremento en el nimero de epitopes respondidos
mientras que se observaron respuestas a ambos epitopes solamente en los
grupos Gag inmunizados. Sin embargo, el IL-15 expandié draméticamente la
magnitud de las respuestas de estos epitopes. Solamente en los animales co-
vacunados con IL-15 estaba claramente evidernte el epitope subdominante. IL-

15 impacta la expansidn de las células efectoras CD8.

Ratones bloqueados con CD4

e
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Observamos que IL-15 permitié la expansién de las células T CD8 del
antigeno especifico en PBMCs a partir de individuos infectados con VIH-1.
También observamos induccién significativa de la célula efectora CD8 sin la
dependencia de la expansién de CD4 en nuestro modelo de vacuna. Por
consiguiente, se cuestiono la contribucién de las células auxiliares T CD4 a la
expansion inmune de IL-15. Para cubrir este aspecto, se investigo la
capacidad de IL-15 para inducir una poblacion efectora de CD8 en la ausencia
completa de células CD4. Se inmunizaron ratones homocigéticos para la
mutacién marcada de Cd4™ ™ (referencia 36 abajo). Estos ratones tenfan un
bloque en el desarrollo de células T CD4+ y por ende, muchos de los linfocitos
en circulacion son células CD8. Como el efecto de IL-15 parecié no estar
involucrado en la expansion de CD4 (Figura 6) se considero que el defecto se
debié a la carencia de otra funcién proporcionada por las células auxiliares T,
las células auxiliares T CD4 también proporcionaron ayuda para la expansion
de CD8 a través de la activacion de las células que presentan antigeno (APCs).
En este modelo de activacién APC, ligamento de CD40, sobre el APC, al
ligando célula T CD40 regula hacia arriba la expresién B7 lo que permite la
activacion de la célula T. Las moléculas B7 proporcionan co-estimulacion para
la expansion de las células T CD8 en el contexto de la presentacién del péptido
MHC clase |. Ademas, Bourgeois et al, (referencia 37 abajo) demostré que
CD40L puede impactar directamente el desamrolio de la célula de la memoria
CDs.

Lo que ese defecto en el auxiliar CD4 se manifestaba a si mismo en el

nivel de una carencia de co-estimulacién, fue considerada y explorada a
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continuacién Para probar esta hipbtesis se co-inmunizaron ratones con
plasmidos que contienen tanto IL-15 comc CD40L, junto con pCgag. Se
empleo una molécula CD40L anclada. La CD40L anclada serla expresada
localmente y en las células inmunes en circulacién, pero no serla secretada lo
cual complicaria el experimento (Referencia 38 abajo). Tal vacunacién puede
proporcionar co-estimulacién en trans en un modelo de plasmido (Referencia
38 abajo). De hecho, cuando se estudio pCgag en combinacion con pCD40L,
se indujo una respuesta inmune CD8 especiiica de Gag en los ratones CD40

KO (Figura 8). Este dato indica ademas que IL-15 impacta directamente sobre

los linfocitos de la memoria CD8. En ausencia de las células CD4, el IL-15 no

es capaz de inducir una respuesta celular CD8 de antigeno especifico a partir

de células nalve.

DISCUSION

El mantenimiento y realce de una respuesta inmune CD8 especifica de
VIH-1 ha sido fuente de mucha investigacién. Estudios recientes han reportado
que el IL-15 puede jugar un papel importante en el soporte de la supervivencia
de la célula de la memoria. Se observo en un modelo de ratdon que la
presencia de IL-15 puede conducir a una divisién de la célula de la memoria
(Referencia 39 abajo). El analisis funcional Ex vivo como también los estudios
que emplean ratones transgénicos que carecen genéticamente de IL-12, IL-15
o sus receptores especificos, han sido importantes en la caracterizacién del
papel desempefiado por IL-15. De hecho, Zhang y sus colaboradores
(Referencia 39 abajo) demostraron en un modelo de ratén in vivo que el IL-15

proporciona estimulacién efectiva y discriminante del fenotipo de la memoria,
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células CD44hi CD8+. Y, Ku et al (Referencia 40 abajo) reportaron que la
division de las células T de la memoria CD8+ es estimulada por IL-15 pero es
inhibida por IL-2. También se encontré que el IL-2 inhibié la proliferacién de

células T de la memoria CD8+.

El trabajo revelado aquil ciemuestra que el IL-15 también es
particularmente efectivo en la inducciéon de las células T del efector CD8+ in
vitro e in vivo. Las células T CD8+ aisladas de pacientes infectados con VIH-1
fueron capaces de secretar IFN_gama a manera especifica de antigeno
cuando se incubo con el péptido e IL-15. El IL-15 trabajo en concierto con el
TCR para estimular los linfocitos a producir IFN-y y asumir un fenotipo efector.
En algunos sujetos, el IL-15 condujo a la produccién de IFN-y en ausencia de
antigeno. Esto sugiere que en la infeccién por VIH algunas células son
activadas parcialmente y este estado de activacién parcial se puede rescatar
por el IL-15. Sin embargo, es de importancia que un incremento significativo en
el efector funciona en todos los sujetos cuando los PBMCs fueron estimulados

con ambos antigenos IL-15 y VIH-1.

Recientemente, von Adrian y colegas (Referencia 41 abajo) sugirieron
que la estimulacion IL-15 de los linfocitos puede resultar en células T CD8+ que
procesan al fenotipo de ia célula de la memoria directamente de las células
nalve. Sin embargo, los datos de la presenie sugieren que el empaime del
TCR puede conducir a una activacidn méas completa de los linfocitos T CD8+ lo
que indica que el impacto de IL-15 solo sobre las células naive serla minimo.

Adicionalmente, se sugiri6 que IL-15 conduce a las células de la memoria que
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eran no-funcionales (Referencia 41 abajo). Los datos en la presente
demuestran que la expansibn de IL-15 resulto en células T CD8+
completamente funcionales como se evalu¢ en los estudios tanto en humanos
como en ratones. En el ratdén, el IL-15 incremento draméaticamente las
respuestas de las células T CD8+ como también el reaice de las respuestas de
p-quimoquina e IFN-y, indicando claramante la expansion del antigeno
especifico y la construccién en el trabajo anterior (Referencias 33 y 42 abajo).
Esta expansién de la funcion de la célula T CD8+ se observo en la ausencia de
la expansién de la célula T CD4+. Mas aun, existe un papel importante para
las células T CD4 en el desarrollo de la respuesta CD8. En estudios en ratones
bloqueados con CD4, la necesidad por células T CD4 podria ser evitada
mediante la utilizacion de CD40L. Este encuentro puede ser criticamente

importante para la inmunoterapia de infeccionss virales.

Muchas estrategias de inmunoterapia se han enfocado en la expansion
de respuestas de células T CD8+. La infecciéon por VIH-1 complica la terapia
inmune a través de la supresién inmune viral inducida que contribuye a una
carencia de un auxiliar efectivo de la célula T CD4+. A su vez, esta carencia
del auxiliar es considerada como |a responsable de una respuesta improductiva
de la célula T CD8+. En general, las infecciones cronicas requieren de un
auxiliar CD4+ para mantener el control de la raplicacion viral y probablemente
este es el caso para la infeccion por VIH-1. Se/bina et al (Referencia 43 abajo)
demostraron que el desarrolio de las células citotéxicas T CD8+ son
dependientes de la células T CD4+. Ellos adicionalmente observaron que en el

bloqueo de las células T CD4, los ratones han disminuido la produccién de IL-
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15. Aln mas, el IL-15 no es producido por las células T CD4+. Es producido
de manera predominante por células estromales, monocitos y macrofagos. Es
posible que exista algin mecanismo de retro-alimentacién en el cual las células
T CD4+ realcen la produccién de IL-15, y en el caso del auxliar reducido de
CD4, finalmente las funciones de la célula T CD8+ son reducidas. Este
mecanismo de retroalimentacién puede explicar por qué la produccién en tres
de seis sujetos de IFN-ydespués de la adicién de IL-15 solo. En la ausencia de
CD4, y por ende, a bajos niveles de IL-15, los virus residuales pueden
solamente activar parcialmente los linfocitos T CD8+ en sujetos seropositivos
para ViH-1. De manera importante, aqul aparece que el IL-15 puede ser
adicionado In trans para reemplazar los defectos causados por la
inmunosupresion viral. Las implicaciones de esta hipotesis deberan ser

consideradas en el area de la terapia inmune para VIH-1.

En resumen, el IL-15 expandio la funcién efectora de las células CD8 + T
en ratones y expandié la funcionalidad de las células CD8 + T aisladas de
sujetos positivos con infeccién por VIH-1. El uso de la IL-15 como un
suplemento para la terapia inmune activa, se debe considerar como una terapia

adjunta a la HAART.
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Ejemplo 2

Hay un requerimiento para las células Th CD4 (+) y para la produccién de
IFN-gama para el control de la replicacidn viral en individuos inmuno
comprometidos asi como también en la inmunologla antitumoral. Los datos de
los experimentos desarrollados demuestran que el requerimiento para las
células T ayuda para que la expansion del efecto de CD8 6 de las células T

puedan ser reemplazado por la produccion local de IL-15 y CD40L en el sitio de
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la vacuna. Experimentos empleando ratones en los cuales las células T CD4
(+) fueron eliminadas por medio del bloqueo del gen de la MHC clase Il de
cadena beta (MHC il KO), revelan que la iniciaciéon de los animales con
antigeno gag + IL-15 + CD40L lleva a la activacion de las células T CD8. La
activacion es medida por medio de la produccién de IFN-gama como puntos.
Mayores de 50 puntos en este analisis son positivos. Estos datos, mostrados
en la Figura 9, ilustran un método simple para la activacién del efecto o las
células T CD8 independientemente de la ayuda de las células T CD4 (+). Estos
estudios tienen Importancia para el tratamiento de Individuos

inmunocomprometidos.

Ejemplo 3 _

cADN IL-15 de humano, ratdn, y simio codifica un residuo de 162 aminoécidos
(aa) de proteina precursora que contiene un residuo lider de 48 aa que es
clivado para generar IL-15 madura residuo de 114 aa. El IL-15 humano
comparte identidad en la secuencia de aproximadamente 97% y 73% con IL-15
de simic_) y ratén, respectivamente. Ambos IL-15 humano y de simio son activos
sobre células de ratdn. Aunque la estructura de IL-15 no ha sido determinada,
se predice que es similar a IL-2 y otros miembros de la familia citocina de
paquete de cuatro hélices. (Grabstein, K. et al. (1994) Science 264. 965,
Anderson, D. M. et al. (1995) Genomics 25:701 ; y Bamford, R. N. et al. (1995)
Cytokine 7: 595, Brandhuber, B. J. et al. (1987) Science 238: 1707, ambos son

incorporados aqul como referencia.)

ARNm de IL-15 han sido detectados en el corazén, los puimones, el higado, la
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placenta, el misculo esquelético, las células adherentes periféricas
mononucleares de la sangre, APCs (células Dendriticas), y las lineas celulares
opiteliales y fibroblastos. Sin embargo, el ARNm de IL-15 no es detectable en
células T perifericas activadas de la sangre que contienen altos niveles de
ARNm de IL-2. La IL-15 ha demostrado que estimula el crecimiento de células
naturales asesinas, linfocitos T sanguineos perifericos activados, linfocitos que
infiltran el tumor (TILs), y células B. Ademas, también se ha mostrado que IL-
15 es quimoatractor para linfocitos T de sangre humana, para inducir la
actividad destructora activada por limfocina (LAK) actividad en células NK, y
para inducir la generacién decélulas efectoras citoliticas. (Armitage, R. J. et al.
(1995) J. Immunol. 154:483 ; P. Wilkinson and F. Liew (1995) J. Exp. Med.
181:1255 ; Grabstein, K. et al. (1994) Science 264:965 ; Giri, J. G. et al. (1994)
EMBO J. 13: 2822 ; y Giri, J.G. et al. (1995) EMBO J. 15: 3654, cad'a uno de los

cuales es incorporado aqul como referencia.).

Debido a que IL-15 es una citocina Thl prototipica, y por virtud de su actividad
como un estimulador de las células T, células NK, células LAK, y TlLs, IL-15 es

un emocionante candidato para su empleo como un ayudante junto con .

vacunas de ADN tales como vacunas para VIH para incrementar las respuestas
inmuno celulares. La IL-15 amplia los CTLs especlficos para ViH, y la sobre
produccién de IL-15 esta asociada con enfermedades inflamatorias tales como

la enfermedad de Crohn.

El andlisis de mancha del norte indica una dispersion constitutiva de la

expresion de IL-15. El control de la expresién ccurre post-transcripcionaimente

g
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en ol nivel de traduccion y translocacion (trafficking intracelular). E| ARNm de
IL-15 incluye un nimero de elementos que impiden su traduccién en la proteina
incluyendo: 1) las 5'’AUGs son cargadas con AUGs corriente arriba que
interfieren efectivamente en la traduccion de IL-15 (5 en ratones, 12 en
humanos); 2) el codon de inicio para la secuancia que codifica IL-15 tiene un
contexto debil KOZAK (GTAATGA); y 3) presencia de un elemento negativo en
el C-terminal de la secuencia que codifica la proteina IL-15 madura. (Grabstein
et al., (1994) Science 264: 965-968, Bamford et al. , (1996) PNAS 93: 2897-
2902; Bamford et al., (1998) J. Immunol 160:4418-4426; y Kozak et al., (1991)
J. Cell Biol. 115: 887-903, cada uno de los cuales es incorporado aqui como
referencia. Cada uno de estos tres controles puede ser eliminado para mejorar

la expresidn.

Las isoformas de IL-15 nativa contienen dos péptidos lideres: un péptido sefial
de 21 aa (SSP) o un péptido sefial de 48 aa (LSP) (Waldmann et al. Ann. Rev.

Immunol. (1989) 17: 19-49, el cual es incorporado aqui como referencia.

La siguiente estrategia fue seguida para incrementar la expresion de IL-15 a
través d ela optimizacién de constructos de ADN de IL-15 para inmunizacion.
Los iniciadores fueron disefiados para amplificar IL-15 a partir del péptido sefial
inicial, de tal manera que la comriente ascendente inhibitoria AUGs no esta
presente en el mensaje final de IL-15. Los iniciadores fueron disefiados para
incluir un fuerte contexto KOZAK (GCCGCCACC). El elemento regulatorio C-

terminal negativo fue removido empléando un disefio antisentido por PCR.
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Los iniciadores son expuestos en la Figura 10.

La siguiente estrategia para incrementar la expresion de IL-15 a través del
reemplazo del aminoécido 48 del péptido sefial IL-15 (LSP) con IgE lider fue
llevada a cabo. Los iniciadores de sentido fueron disefiados para iniciar
después del aa 48 de LSP mientras el inciador antisentido era amplificado a

partir del sitio de parada.

Los iniciadores fueron disefiados para incluir un fuerte contexto KOZAK
(GCCGCCACC - SEC ID NO : 4). Un iniciador de sentido fue diseflado para
contener la secuencia para IgE lider secuencia mas un sitio inicial ATG. Los

iniciadores son expuestos en la Figura 11.

Varios constructos fueron preparados y empleados para transfectar células RD.
La produccion de la proteina IL-15 fue medida para los varios constructos. LOs
datos son mostrados en las Figuras 12, paneles A-C. La figura 13A muestra
una comparacién de la expresion para constructos humanos que incluyen
sacuencias que codifican para el péptido sefial de 21 aminoéacidos enlazado a
IL-15 (IL-15SSP-izquierda) y secuencias que codifican para el péptido sefial de
48 aminoacidos humano (IL-15 LSP-derecha). La Figura 12, panel B muestra
una comparacion de la expresién por medio de constructos humanos que
incluyen secuencias para el péptido sefial de 48 aminoacidos (IL-15 humana
LSP-izquierda) y secuencias que codifican para el péptido sefial igE (IL-15

humana-IgE-derecha). La Figura 12, panel C muestra una comparacion d ela
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expresion por medio de constructos de macaco que incluyen secuencias que
codifican para el péptido sefial de 48 aminoé4cidos (Mac IL-15 LSP-izquierda) y

secuencias que codifican para el péptido sefial IgE (Mac IL-15- IgE-derecha).

La bioactividad de IL-15 fue medida de la proteina IL-15 producida a partir de
varios constructos. Los datos son mostrados en las Figuras 13 paneles A y B.
La figura 13, panel A muestra una comparacién de bioactividad de IL-15 entre
constructos humanos que incluyen el péptidc sefial de 48 aminoacidos (IL-15
humana LSP-izquierda) y secusncias que codifican para el péptido sefial IgE
(IL-15 humana-IgE-derecha). La Figura 13, panel B muestra una comparacién
de la bioactividad de IL-15 entre constructos de macaco que incluyen
secuencias que codifican para el péptido sefial de 48 aminoacidos (Mac IL-15
LSP-izquierda) y secuencias que codifican para el péptido sefial IgE (Mac IL-
15- IgE-derecha).

Un constructo fue hecho empleando el vector de expresién pVAX con una
insercién de una secuencia que codifica IL-15 enlazada a la secuencia que
codifica para un péptido sefial IgE. El coﬁstructo que codifica para Gag VIH-1
también fue generado. Los experimentos inmunolégicos fuero desarrollados
comparando los efectos sobre las respuestas inmunes empleando plasmidos
disefiados de IL-15 en combinacién con Gag VIH-1. Ratones Balb/c fueron
vacunados de acuerdo con el esquema de inmunizacién mostrado en la Figura

14,

Las respuestas inmunes fueron estudiadas por medio de comparacién de la

\L
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restimulacién de la produccion de un antigeno especifico IFN-y en las &
semanas siguientes a la tercera inmunizacién. Los datos son mostrados en la
Figura 15. Grupos vacunados incluyen ratones nativos, ratones vacunados con
el vector pCDN3, ratones vacunados con constructos que codifican Gag VIH-1,
ratones vacunado con constructos que codifican Gag VIH-1 e IL-15 enlazada al
aminoécido 48 del péptido sefial y los ratones vacunados con constructos que

codifican Gag VIH-1 enlazado al péptido sefial IgE.

Ejemplo 4

Una vacuna de plasmido IL-15 disefiado fue construida por medio de la
remocién d ela region Kozak de la IL-15 nativa, las AUG's y las UTRs. El
plasmido IL-15 disefiado fue proporcionado con la secuencia que para el
péptido sefial IgE. La IL-15 disefiada fue expresada en un nivel de 30 a 50
veces mayor que el observado con un plasmido comparable tipo primitivo. La
respuesta inmune observada en ratones co-inmunizados con constructos IgE-
sefial-IL-15 y Gag VIH-1 fue significativamente mayor que en los ratones
inmunizados con el constructo Gag VIH-1 solo. Los datos son mostrados en la

Figura 16.

Ejemplo 5
El ADNc aislado que codifica las protelnas inmunomoduladoras es (til como
material de partida en la construccion de constructos que pueden producir esa

proteina inmunomoduladora.

En alguna realizaciones, son proporcionados constructos en los cuales las

\b"\
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secuencias que codifican para una de las siguientes proteinas
inmunomoduladoras son enlazadas al péptido de la sefial IgE. En algunas
realizaciones, tales constructos son proporcionados como parte de vacunas y

composiciones inmunomoduladoras tales como aquellas descritas aqui.

Empleando técnicas estAndar y materiales de partida ya disponibles, una
molécula de acido nucleico que codifica una protelna inmunomodulatoria puede
ser preparada e incorporada en constructos, vectores, vacunas, etc., como se

describié aqul.

El nimero de acceso del Genbank AF031187 se refiere a la secuencia
completa que codifica el ARNm de IL-15 humana. Los niimeros de acceso del
Genbank Y09908, X91233, X94223 y X94222 también se refieren a secuencias

de IL-15 humana. Cada secuencia es incorporada aquf como referencia.

El nimero de acceso del Genbank L07414 se refiere a la secuencia completa
que codifica ARNm del ligando CD40 humano. La secuencia es incorporada

aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de

aminodcidos para Bax es L22473, el cual es incorporado aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminodacidos para TRAIL es U37518 ¢ AF023849, los cuales son incorporados

aquf como referencia.
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El ndmero de acceso del GENBANK para 2| nuclectido y las secuencias de
aminoacidos para TRAILrecDRC5 es US0875 6 AF016266, los cuales son
incorporados aqui como referencia. También son incorporados como referencia

TRAIL-R2 AF016849; TRAIL-R3 AF014794 ; v TRAIL-R4 AF021232.

El ndmero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminoacidos para RANK es AF018253 el cual es incorporado aqui como

referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nuclectido y las secuencias de
aminoacidos para RANK LIGAND es AF018047 6 AF333234, los cuales son

incorporados aqul como referencia.

El ndmero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminoécidos para Ox40 es X75962, el cual es incorporado aqul como

referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminoacidos para Ox40 LIGAND es X79929 6 AB007839, los cuales son

incorporados aqul como referencia.

El namero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminoacidos para NKG2D es AF461811 6 X54870, los cuales son incorporados

aqui como referencia.
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El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminoacidos para MICA es X92841, el cual es incorporado aqul como

referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminoacidos para MICB es U65416, el cual es incorporado aqul como

referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminoacidos para NKG2A es X54867, el cual es incorporado aqui como

referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nuéleotido y las secuencias de
aminoacidos para NKG2B es X54868, el cual es incorporado aqul como

referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminoacidos para NKG2C es Xb54869 6 AjO016984, los cuales son

incorporados aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminoécidos para NKG2E es L14542, el csul es incorporado aquli como

referencia.
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El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminoéacidos para NKG2F es AH006173, U96845 6 US6846, los cuales son

incorporados aqui como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido y las secuencias de
aminodcidos para CD30 es MB83554, (Durkop, H et al. Cell 68 (3), 421-427

(1992) ) el cual es incorporado aqui como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para el nucleotido vy las secuencias de
aminoéacidos para CD153 (CD30L) es L08753, (Smith, C. A. , et al. Cell 73 (7),
1349-1360 (1993) ) los cuales son incorporados aqul como referencia. El
numero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para Fos es

K00650 6 V01512, los cuales son incorporados aqui como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para c-

jun JO4111 6 M29039, los cuales son incorporados aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para Sp-
1 es BC021101, BC005250, BC002878, M31126, J02893 6 X15102, los cuales

son incorporados aqul como referencia.

La secuencia de nucleotido para Apl puede ser identificada como se describié

on Lee et al, 1987 Cell 49: 741-752, Rauscher =t al. 1988 Science 240: 1010 -
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1016, y Chiu et al, 1988 Cell 54: 541- 552, los cuales son incorporados équl

como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la sacuencia de nucleotidos para Ap-

2 es M36711, el cual es incorporado aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para p38

es U66243, el cual es incorporado aqui como referencia.

E! nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

" p65Rel es L19067, el cual es incorporado aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

MyD88 es U70451, el cual es incorporado aqui como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

IRAK es NM001569, el cual es incorporado aqui como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

TRAF6 es U78798, el cual es incorporado aqul como referencia.

La secuencia de nucleotidos para IkB puede ser encontrada como se describe
en Gimore et al. Trends Genet 1993 Dec; 9 (12). 427-33, el cual es

incorporado aqul como referencia.
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El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para NIK

es Y10256, el cual es incorporado aqui como referencia.

La secuencia de nucleotidos para SAP K puede ser encontrada como se
describe en Franklin et al. Oncogene. 1995 Dec 7; 11 (11) : 2365-74. el cual es

incorporado aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para
SAP1 es M85164 6 M85165, cada uno de los cuales es incorporado aqul como

referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

JNK2 es L31951, el cual es incorporado aqui como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

JNK1B2 es U35005; el cual es incorporado aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

JNK1B1 es U35004 ; el cual es incorporado aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

JNK2B2 es U35003; el cual es incorporado aqui como referencia.
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El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

JNK2B1 es U35002; el cual es incorporado aqui como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

JNK1A2 es U34822; el cual es incorporado aquli como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

JNK2A1 es U34821; el cual es incorporado aqui como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

JNK3A1 es U34820 ; el cual es incorporado aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para

JNK3A2 es U34819, el cual es incorporado aqul como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para NF-
kappa-B2, p49 forma del empalme es A57034, el cual es incorporado aqul

como referencia.
El nimero de acceso del GENBANK para la sacuencia de nucleotidos para NF-
kappa-B2, p100 forma del empalme es A42024, el cual es incorporado aqul

como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para la secuencia de nucleotidos para NF-
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kappa-B2, p105 forma del empalme es S17233, el cual es incorporado aqul

como referencia.

El nimero de acceso del GENBANK para |la secuencia de nucleotidos para NF-
kappa-B50K precursor de cadena es A37867, el cual es incorporado aqui como

referencia.

La secuencia de nucleotido para NFKB p50 es descrita en Meyer R., et al.
(1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (3), 96€ 970, la cual es incorporada aquf

como referencia.

Las secuencias de nucleotido y aminoécicos de IL-ia humana son bien
conocidas y expuestas en Telford, et al. (1886) Nucl. Acids Res. 14: 9955-
9963, Furutani, et al. (1985) Nucl. Acids Res. 14: 3167-3179, March, et al.
(1985) Nature 315: 641-847, y el codigo de acceso Swissprot P01583, cada

uno de los cuales es incorporado aqul como referencia.

Las secuencias de nucleotido y aminoacidos de IL-2 humana son bien
conocidas y expuestas en Holbrook, et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:
1634-1638, Fujita, et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 7437-7441,
Fuse, et al. (1984) Nucl. Acids Res. 12: 9323- 9331, Taniguchi, et al. (1983)
nature 302: 305-310, Meada, et al. (1983) Biochem. Biophys. Res. Comm. 115:
1040-1047, Devos, et al. (1983) Nucl. Acids Res. 11: 4307-4323, y codigo de
acceso Swissprot P01585, cada uno de los cuales es incorporado aqui como

referencia.
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Las secuencias de nucleotido y aminoacidos de IL-4 humana son bien
conocidas y expuestas en Arai, et al. (1989) J. Immunol. 142: 274-282 Otsuka,
et al. (1987) Nucl. Acids Res. 15: 333- 344, Yokota, et al. (1986) Proc. Natl.
Acad. Sci USA 83: 5894-58088, Noma, et al. (1984) Nature 319: 640-646, Lee,
et al. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 2061-2063, y el codigo de acceso
Swissprot 05112 (el cédigo de acceso para IL-4 murino es Swissprot 07750),

Cada uno de los cuales es incorporado aqui como referencia.

Las secuencias de nucleotido y aminodcidos de IL-5 humana son bien
conocidas y expuestas en Campbell, et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84: 6629-6633, Tanabe, et al. (1987) J. Biol. Chem. 262: 16580-16584,
Campbell, et al. (1988) Eur. J. Biochem. 174: 345-352, Azuma, et al. (1986)
Nucl. Acids Res. 14: 9149-9158, Yokota, et al. (1986) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 84: 7388-7392, y el codigo de acceso Swissprot P05113, cada uno de los

. cuales es incorporado aqui como referencia.

Las secuencias de nucleotido y aminoacidos de IL-10 humana son bien
conocidas y expuestas en Viera, et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
1172 - 11786, y cddigo de acceso Swissprot P22301.

Las secuencias de nucleotido y aminodcidos de IL-15 humano son bien
conocidas y expuestas en Grabstein, et. al. (1994) Science 264: 965-968, y
cédigo de acceso Swissprot U03089, cada uno de los cuales es incorporado

aqul como referencia.
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Las secuencias de nucleotido y aminoacidos de IL-18 humana son bien
conocidas y expuestas en Ushio, et al. (1996) J. Immunol. 156: 4274-4279, y
codigo de acceso D49950, cada tino de los cuales es incorporado aqul como

referencia.

Las secuencias de nucleotido y aminoacidos de TNF-a son bien conocidas y
expuestas en Pennica, (1984) Nature 312: 724-729, y el codigo de acceso
Swissprot P01375, cada uno de los cuales es incorporado aqui como

referencia.

Las secuencias de nucleotido y aminoacidos de TNF-P son bien conocidas y
expuestas en Gray, (1984) Nature 312: 721-724, y el codigo de acceso
Swessprot P01374, cada uno de los cuales es incorporado aqui como
referencia. secuencias de aminodcidos de IL-10 humano son bien conocidas y
expuestas en Viera, et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 1172-1176, y el
codigo de acceso Swissprot P22301, cada uno de los cuales es incorporado

aqul como referencia.

La secuencia completa que codifica para el ARNm de interleucina-12 humana,
es expuesta en los nimeros de acceso del Genbank AF180563 (P40 ARNm) y
AF180562 (P35 ARNm) y en la Patente U.S. Nimero 5,840, 530, cada uno de

los cuales es incorporado aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para MadCAM-1 se encuentra en el nimero de
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acceso del Genbank U80016 (Leung, E., et al, Inmunogenetics 46 (2), 111-119

(1997)), cada uno de los cuales es incorporado aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para MadCAM-1 se encuentra en el nimero de
acceso del Genbank U43628 (Shyjan, A. M. , et al, J. Immunol. 156 (8), 2851-

2857 (1996)), cada uno de los cuales es incorporado aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para NGF se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank M57389 (Kretschmer, P. J. , et al., Growth Factors 5,89-114

(1991)), cada uno de los cuales es incorporado aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para IL-7 se encuentra en el nimero de acceso del
Genbank J04156 (Goodwin, R. G., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86 (1),

302-306 (1989)), cada uno de los cuales es incorporado aqul como referencia.

Informacioén de la secuencia para VEGF se ercuentra en el nimero de acceso
del Genbank M32877 (Leung, D. W., et al., Science 246,1306-1309 (1989)),

cada uno de los cuales es incorporado aqul como referencia.
Informacién de la secuencia paraTNF-R se erncuentra en el nimero de acceso
del Genbank M60275 (Gray, P. W. , et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87,7380

- 7384 (1980)), cada uno de los cuales es incorporado aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para TNF-R se encuentra en el niimero de acceso
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del Genbank M63121 (Himmler, A., et al. DNA Cell Biol. 9,705-715 (1990)),

cada uno de los cuales es incorporado aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para Fas se encusntra en el namero de acceso del
Genbank M67454 (Itoh, N., et al., Cell 66 (2), 233-243 (1991)), cada uno de los

cuales es incorporado aqui como referencia.

Informacion de la secuencia para CD40L se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank L07414 (Gauchat, J. F. M., et al. FEBS Lett, 315,259-266 (1992),

cada uno de los cuales es incorporado aqul como referencia.

Informacion de la secuencia para IL-4 se encuentra en el nimero de acceso del
Genbank M23442 (Arai, N. , et al. , J. Inmunol. 142 (1), 274-282 (1989)), cada

uno de los cuales es incorporado aqul como referencia.

Informacidn de la secuencia para IL-4 seo ericuentra en el nimero de acceso del
Genbank M13982 (Yokota, T., et al. Proc. Nati. Acad. Sci. U. 8. A. 83
(16),5894-5898 (19886)), cada uno de los cuales es incorporado aqul como

referencia.
Informacién de la secuencia para CSF se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank M37435 (Wong, G. G, et al. Science 235 (4795),1504-

1508(1987)), cada uno de los cuales es incorporado aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para G-CSF se encuentra en el nimero de acceso
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del Genbank X03656 (Nagata, S., et al, EMBO J. 5 (3), 575-581 (1986)), cada

uno de los cuales es incorporado aqui como referencia.

Informacion de la secuencia para G-CSF se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank X03655 (Nagata, S., et al., EMEO J. 5 (3), 575-581 (1986)), los

cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para GM-CSF se encuentra en el nimero de
accaeso del Genbank Ml 1220 (Les, F., et al., Froc. Nil. Acad. Sci. U. S. A. (13),

4360-4364 (1985)) los cuales son incorporados aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para GM-CSF se encuenira en el nimero de
acceso del GenbankM10663 (Wong, G. G., et al., Science228 (4701), 810-815

(1985)) los cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para M-CSF se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank M27087 (Takahashi, M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.

161 (2), 892-901 (1989)) los cuales son incorporados aqui como referencia.
Informacidn de la secuencia para M-CSF se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank M37435 (Wong G. G., et al., Science 235 (4795),1504-1508

(1987)) los cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para LFA-3 se encuentra en el nGmero de acceso
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del Genbank Y00836 (Wallner, B. P., et al., J. Exp. Med. 166 (4), 923-932

(1987)) los cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacioén de la secuencia para ICAM-3 se encuentra en el niimero de acceso

del Genbank X69819 los cuales son incorporacdos aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para ICAM-2 se encuentra en el nimero de acceso
del GenbankX15606 (Staunton, D. E., et al., Nature 339 (6219), 61-64 (1989))

los cuales son incorporados aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para ICAM-1 se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank J03132 (Staunton, D. E., et al., Cell 52 (6), 925-933 (1988)) los

cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para PECAM 3e encuentra en el nimero de
acceso del Genbank M285268 (Newman, P. J., et al., Science 247,1219-1222

(1990) los cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacion de la secuencia paraP150. 95 se encuentra en el nimero de
acceso del Genbank Y00093 (Corbi, A. L., et al., EMBO J. 6 (13), 4023-4028

(1987)) los cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia paraMac-1 se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank J03925 (Corbi, A. L., et al., J. Biol. Chem. 263 (25), 12403-

12411(1988)) los cuales son incorporados aqul como referencia.
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Informacién de la secuencia para LFA-1 se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank Y00796 (Larson. R., et al., J. Cell Biol. 108 (2), 703-712(1988)) los

cuales son incorporados aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para CD34 se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank M81104 (Simmons, D. L. et al., J. Immunol. 148, 267 - 271 (1892))

los cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para RANTES se encuentra en el numero de
acceso del Genbank M21121 (Schall, T. J., et al., J. Immunol. 141, 1018 — 1025

(1988)) los cuales son incorporados aqui comao referencia.

Informacién de la secuencia para IL-8 se encusntra en el nimero de acceso del
Genbank M28130 (Mukaida, N., et al., J. Immunol. 143 {(4), 1366 - 1371 (1989))

los cuales son incorporados aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para MIP-la se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank U72395 (Fridell, R. A. , et al. , J. Cell. Sci 110 (pt 11), 1325 - 1331

(1997)) los cuales son incorporados aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para E-selector se encuentra en el nimero de
acceso del Genbank M24736 (Bevilacqua, M. P., et al., Science 243 (4895),

1160 - 1185 (1989)) los cuales son incorporados aqui como referencia.
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Informacién de la secuencia para CD2 se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank M14362 (Sewell, W. A. , et al. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
83,8718-8722 (1986); Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84, 7256 - 7256 (1987)) los

cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para MCP-1 se encuentra en el nimero de acceso
del GenbankS69738 (Li, Y. S., et al., Mol. Cell. Biochem. 126 (1),61-88 (1993))

los cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para L-selection se encuentra en el nimero de
acceso del Genbank X16150 (Tedder, T. F., et al., J. Exp. Med. 170 (1), 123 -

133 (1989)) los cuales son incorporados aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para P-selection se encuentra en el nimero de
acceso del Genbank M25322 (Johnston, G. I., et al., Cell 56, 1033 - 1044

(1989) los cuales son incorporados aqui como referencia.

Informacion de la secuencia para FLT se encuentra en el nimero de acceso del
Genbank X94263 (Mandriota, S. J., et al., J. Biol. Chem. 271 (19), 11500-

11505 (1996)) los cuales son incorporados aquf como referencia.

Informacién de la secuencia para FLT se encuentra en el nimero de acceso del

Genbank X51602 (Shibuya, M. et al. Oncogene 5 (4), 519 - 524 (1990) Han, H.
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J., et al. Hum. Mol. Genet. 2 (12), 2204 (1993)) los cuales son incorporados

aqui como referencia.

Informacidn de la secuencia para Apo-1 88 encuentra en el niimero de acceso
del Genbank X63717 (Oehm, et al, J. Biol. Chem., (1992), 267 (15), 10709 - 15)

los cuales son incorporados aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para Fas se encuentra en el nimero de acceso del
Genbank M67454 (ltoh, et al., Cell, (1991), 66 (2), 23343) los cuales son

incorporados aquf como referencia.

Informacién de la secuencia para TNFR-1 se encuentra en el numero de
acceso del Genbank M67454 (Nophar, et al., EMBO J., 1990,9 (10), 3269-78)

los cuales son incorporados aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para p55 se encuentra en el nimero de acceso del
Genbank M58286 (Loetscher, et al., Cell, 1930,61, 351-359) los cuales son

incorporados aqul como referencia.
Informacién de la secuencia para WSL-1 se encuentra en el niimero de acceso
del Genbank Y09392 (Kitson, et al. , Nature, 1996,384 (6607), 372-5) los cuales

son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para DR3 se encuentra en el nimero de acceso
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del Genbank U72763 (Chinnaiyan, et al., Science, 1996,274(5820), 980-2) los

cuales son incorporados aquf como referencia.

Infonnaci_én de la secuencia para TRAMP se encuentra en el numero de
acceso del Genbank U75381 (Bodmer, et al., Immunity, 1997.,6 (1), 79-88) los

cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para Apo-3 se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank U74611 (Marsters, et al., Curr. Biol., 1996,6 (12), 1669-76) los

cuales son incorporados aquli como refarencia.

Informacién de la secuencia para AIR se encuentra en el niimero de acceso del

Genbank U78029 which es incorporado aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para LARD se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank U94512 (Screaton, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987,84 (8),

4615-19) los cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para NGRF se ancuentra en el nimero de acceso
del Genbank M14764 (Johnson, et al., Cell, 1986,47 (4), 545-554) los cuales

son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para DR4 (TRAIL) se encuentra en el nimero de
acceso del Genbank U90875 (Pan, et al., Science, 1997,276 (5309), 111-113)

los cuales son incorporados aqui como referencia.
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Informacion de la secuencia para DR5 se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank AF012535 (Sheridan, et al. , Science, 1997,1 227 (5327), 818-

821) los cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para KILLER se encuentra en el nimero de
acceso del Genbank AF022386 (Wu, et al. , Nat. Genet. 17 (2), 141-143 (19987))

los cuales son incorporados aqui como referencia.

Informacién de la secuencia para TRAIL-RZ se encuentra en el nimero de

acceso del Genbank AF020501 el cual es incorporado aqul como referencia.

Informaciéon de la secuencia para TRICK2 se encuentra en el ndmero de

acceso del Genbank AF018657.

Informacioén de la secusncia para DR6 se encuentra en el niumero de acceso

del Genbank AF068868, el cual as incorporado aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para ICE se encuentra en los nimeros de acceso
del Genbank U13697, U13698 y U13699 (Alnemri, E. S., et al., J. Biol. Chem.

270 (9), 4312-4317 (1995) ) los cuales son incorporados aqul como referencia.

Informacién de la secuencia para VLA-1 se encuentra en el nimero de acceso
del Genbank X17033 (Takada., et al., J. Biol. Chem. 109 (1), 397-407(1989)) el

cual es incorporado aquf como refarencia.

l@%
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Informacién de la secuencia para CD86 (B7.2) se encuentra en el nimero de
acceso del Genbank U04343 (Azuma, et al., Nature. 366 (6450), 76 (1993) ) los

cuales son incorporados aqui como referencia.
Tabla 1

Familia Picomnavirus
Genero: Rhinovirus: (Médico) responsables del 50% de los casos de

resfriado comun.

Etheroviruses: (Médico) incluye poliovirus, coxsackievirus,
echovirus, y enterovirus humanos tales como el virus de la
hepatitis A.

Apthovirus: (Veterinario) estos son los virus de la fiebre aftosa.
Antigenos Blanco (objetivo): VPI, VP2, VP3, VP4, VPG

Familia Calcivirus
Genero: Virus del Grupo Norwalk: (Médico) estos virus son un importante

agente causativo de la gastroenteritis epidemica.

Familia Togavirus
Genero: Alfavirus: (Médico y Veterinario) Ejemplos incluyen virus Senilis,

virus RossRiver y Encefalitis Equina Oriental y Occidental.
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Reovirug: (Médico) virus de la Rubeola.

Familia Flariviridue
Ejemplos incluyen: (Médico) dengue, fletre amarilla, encefalitis japonesa,
encefalitis de St. Louis y virus de encefalitis nacido de gamrapata.
Virus del Oeste del Nilo (Genbank NC001563, AF533540, AF404757,
AF404756, AF404755, AF404754, AF404753, AF481864, M12294,
AF317203, AF196835, AF260069, AF230968, AF260967, AF206518 y
AF202541)

Antigenos Blanco Representativos:
Virus de la Hepatitis C: (Médico) estos virus ain no han sido colocados en una
familia pero se cree que pueden ser un togavirus o un flavivirus. La mayor

semejanza es con la familia togavirus.

Familia Coronavirus: (Médico y Veterinario)
virus de la bronquitis infecciosa (aves de comral)
virus gastroenterico transmisible porcino (cerdo)
virus de encefalomielitis hemaglutinante porcina (cerdo)
virus de la peritonitis infecciosa Felina {gatos)
coronavirus enterico Felino (gato)
Coronavirus Canino (perro)
Coronavirus asociados a SARS
Los coronavirus respiratorios humanos causan ~ 40 casos de resfriado

comun.
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EX. 224E, OC43

Nota - los coronavirus pueden causar hepatitis non-A,B6 C

Antigenos blanco:
E1 — también llamada M o proteina de matriz
E2 — también llamada S o protelna de punto
E3 - también llamada BE o glicoprotelna hemaglutin-elterosa (no esta
presente en todos los coronavirus)

N-nucleocapsida

Familia Rhabdovirus
Genero: Vesiliovirus
Lyssavirus: (médico y veterinario)
conejos
Antigeno blanco: proteina G
proteina N

Familia Filoviridue: {(Médico)
virus de fiebre hemorragica tales como Marburg y virus del

Ebola

Familia Paramyxovirus:
Genero: Paramyxovirus: (Médico y Veterinario)
virus de las paperas, virus de la enfermedad de New Castle

(patogeno importante en pollos)
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Morbillivirus: (Médico y Veterinario)
Sarampién, moquillo canino
Pneuminvirus: (Médico y Veterinario)

virus sincicial Respiratorio

Familia Orthomyxovirus (Médico)

El virus de la Influenza

Familia Bungavirus
Genero: Bungavirus: (Médico) encefalitis Californiana, LA Crosse
Flebovirus: (Médico) Fiebre del Valle de la Grieta
Hantavirus: Puremala es un virus de la fiebre de hemahagin
Nairvirus (Veterinario) Enfermedad de las ovejas de Nairobi

También muchos bungavirus no asignados

Familia Arenavirus (Médico)

LCM, virus de la fiebre de Lassi

Familia Reovirus
Genero. Reovirus: un posible patogeno humano
Rotavirus: gastroenteritis aguda en nifios
Orbiviruses: (Médico y Veterinario)
Fiebre de garrapata Colorada, encefalosis equina Lebombo (en

humanos), lengua azul
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Familia Retroyirus
Sub-Familia:
Oncorivirinal: (Veterinario) (Madico) virus de leucemia felina,
HTLVI y HTLVII
Lentiviinal: (Médico y Veterinario) HIV, virus de
inmunodeficiencia felina, infecciones equinas, virus de anemia

Spumavirinal

Familia Papovavirus
Sub-Familia:
Polyomavirus: (Médico) virus BKU y JCU
Sub-Familia:
Papiloma virus: (Médico) muchos tipos virales asociados con

cénceres o progresion maligna del papiloma.

Adenovirus (Médico)
EX AD7, ARD., O.B. — causa de enfermedad respiratoria —

algunos adenovirus tales como 275 causan enteritis

Familia Parvovirus (Veterinario)
Parvovirus Felino: causa de enteritis felina
Panleucopeniavirus Felino
Parvovirus Canino

Parvovirus Porcino
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Familia Herpesvirus

Sub-Familia: alfaherpesviridue

Genero: virus Simplex (Médico)
HSVI (Genbank X14112, NC001806), HSVII(NC001798)
Varicellovinis: (Médico Veterinario) pseudorabias - varicela
zoster

Sub-Family-betaherpesviridue

Genero:. Cytomegalovirus (Médico)
HCMV '
Muromegalovirus

Sub-Familia. Gamaherpesviridue

Genero: Lymphocryptovirus (Médico)
EBV- (linfo de Burkitts)

Rhadinovirus

Familia Poxvirus

Sub-Family: Chordopoxviridue (Médico-Veterinario)

Genero: Variola. (viruela)
Vaccinia (vacuna)
Parapoxivirus-Veterinario
Auipoxvirus-Veterinario
Capripoxvirus
Leporipoxvirus

Suipoxviru's
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Sub-Familia: Entemopoxviridue

Familia Hepadnavirus
virus de Hepatitis B

No clasificado virus de Hepatitis delta

Tabla 2

Patogenos Bacteriales

Los patogenos cocos gram-positivo incluyen: pneumococo; estafilococo; y
estreptococo. Los patogenos cocos gram-negativo incluyen: meningococo; y

gonococo.

Los bacilos gram-negativo entericos patogenicos incluyen: enterobacteriaceae
: pseudomonas, acinetobacteria de la andeikenella, melioidosis;, sahnonella;
shigellosis; hemophilus; chancroide; brucellosis; tularemia; yersinia
(pasteurella); streptobacillus mortiliformis y spirillum; listeria monocytogenes;
erysipelothrix rhusiopathiae; difteria, colera, antrax; donovanosis (granuloma

inguinal); y bartonellosis.

Bacterias anaerobicas patogenicas incluyen: tetanos; botulismo; otras
clostridias; tuberculosis; lepra; y otras micobacterias. Enfermedades
patogenicas espiroquetales incluyen: sffilis; -treponematosas: frambesia, pinta

y sffilis endemica; y leptospirosis.

Otras infecciones causadas por bacterias patogenas mas altas y hongos
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patogenicos  incluyen:  actinomicosis;.  nocardiosis;  cryptococcosis,
blastomycosis, histoplasmosis y coccidioidomycosis; candidiasis, aspergilosis, y
mucormycosis;  sporotrichosis;  paracoccidiodomycosis,  petriellidiosis,

torulopsosis, mycetoma, y chromomycosis; y dermatophytosis.
Las infecciones Rickettsial incluyen rickettsial y rickettsioses.

Ejemplos de infecciones de mycoplasma y clamidia incluyen: micoplasma
pneumoniae; lymphogranuloma venéreo; psittacosis; e infecciones clamidiales

perinatales.

Eucariotes Patogenicos

Protozoanos y helminticos patogénicos e infecciones de tal modo incluyen:
amebiasis; malaria; leishmaniasis; tripanosomiasis; toxoplasmosis;
pneumocistis de carnii; babesiosis; giardiasis; triquinosis; filariasis;
schistosomiasis; nematodos; trematodos o flukes; e infecciones por cestoideo

(solitaria).

Aay
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REIVINDICACI NES

1. Una molécula aislada de acido nucleico que comprende una secuencia
de acido nucleico que codifica una proteina de fusién no inmunogénica que
comprende un péptido de sefial sin-lL-15 enlazado a una proteina IL-15 0 a un
fragmento funcional del mismo.@ma molécula aislada de acido nucleico que
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de
fusién inmunogénica que comprende un péptido de sefial sin-IL-15 enlazado a
una proteina IL-15 o a un fragmento funcional del mismo, en donde el péptido

de sefial sin-IL-15 es de un gen que es de la misma especie que el IL-15.

2. La molécula aislada de &cido nucleico de la reivindicaciéon 1, en donde el

péptido de sefial sin-IL-15 es u'n_- Ppéptido de sm/"

3. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicacién 1, en donde la
protelna de fusién consiste de un péptido de sefial sin-IL-15 enlazado a una

protelna IL-15 o un fragmento funcional de la misma.

4, La molécula aislada de 4cido nucleico de las reivindicaciones 1-3, en

donde dicha proteina IL-15 o un fragmento funcional de la misma es proteina

IL-15 libre del péptido de sefial IL-15 o un fragmento funcional de proteina IL-15

libre del péptido de sefial IL-15.

8. La molécula aislada de acido nucleico de las reivindicaciones 1-4, en

donde la secuencia que codifica la protelna IL-15 o un fragmento funcional de
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la misma es libre de la regién IL-15 Kozak y/o la regién IL-15 §' no traducida y/o

de la regién IL-15 3'no traducida.

6. La molécula aislada de acido nucleico de las reivindicaciones 1-5, que
ademas comprende una secuencia nucleotida que codifica CD40L o un

fragmento funcional de la misma.

7. Una molécula aislada de acido nucleico que comprende una secuencia
de &cido nucleico que codifica una protelna IL-15 o un fragmento funcional de
la misma y una secuencia nucleotida que codifica CD40L o un fragmento

funcional del mismo.

8. La molécula aislada de acido nucleico de las reivindicaciones 1-7, que
adem.as comprende una secuencia de &cido nucleico que codifica un

inmunogeno.

9. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicacion 8, en donde
dicho inmunogeno es un antigeno patdgeno, un antigeno asociado a cancer o

un antigeno enlazado a células asociadas con enfermedades autoinmunes.

10. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicacién 9, en donde

dicho inmunogeno es un antigeno patégeno.



10

15

20

25

118

11. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicacién 10, en donde
dicho antigeno patégeno es de un patdgeno seleccionado del grupo que

consiste de VIH, VSH, VCH y VNW.

12. La molécula aislada de acido nucleico de las reivindicaciones 1-11, en
donde las secuencias que codifican IL-15 estan libres del péptido de sefial IL-

18.

13. La molécula aislada de acido nucleico de las reivindicaciones 1-12, en
donde las secuencias que codifican IL-15 estan libres de la region IL-15 Kozak
y/o la regién IL-15 5’ no traducida y/o la regién IL-15 3' no traducida.

14. La molécula aislada de acido nucleico de las reivindicaciones 1-13, en

donde dicha molécula aislada de acido nucleico es un plasmido.

15. La molécula aislada de acido nucleico de las reivindicaciones 1-13 es

incorporada en un vactor viral.

16. Una composicion que comprende una molécula aislada de acido
nucleico de las reivindicaciones 1-15, que ademéas comprende una secuencia

de acido nucleico que codifica un inmunogeno.

17. La composicién de la reivindicacién 16, an donde dicho inmunogenc es
un antigeno patdgeno, un antigeno asociado a cancer o un antigeno enlazado

a células asociadas con enfermedades autoinmunes.
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18. La composicién de la reivindicacién 17, en donde dicho inmunogeno es

un antigeno patogeno.

19. La composicidn de la reivindicacibn 18, en donde dicho antigeno
patégeno es de un patdégeno seleccionado del grupo que consiste de VIH, VSH,
VCH y VNW.

20. Una composicion que comprende una molécula de acido nucleico de las
reivindicaciones 1-19 y una molécula de &cido nucleico que ademas

comprende una secuencia nucleotida que codifica CD40L.

21. Una composicién farmacéutica inyectable que comprende las moléculas
de éacido nucleico de las reivindicaciones 1-15 o la composicion de las

reivindicaciones 16-20.

22. Una vacuna recombinante que comprende las moléculas de écido

nucleico de las reivindicaciones 1-13.

23. La vacuna recombinante de la reivindicacion 22, en donde dicha vacuna

recombinante es una vacuna de vacunas recombinante.

24. Un patégeno vivo atenuado que comprende las moléculas de &cido

nucleico de las reivindicaciones 1-13.
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25. Una proteina de fusién no-inmunogénica que comprende una secuencia
de sefial sin-IL-15 enlazada a una secuencia de protelna IL-15 o a una protelna
de fusidn que comprende una secuencia de sefial sin-IL-15 enlazada a una
secuencia de proteina IL-15, en donde la secuencia de sefial sin-IL-15 es de la

misma especie que la secuencia de proteina IL-15.

28. La proteina de fusién de la reivindicacién 25, en donde la secuencia de

sefial sin-IL-15 es una secuencia de sefial IgE.

27. La protelna de fusion de la reivindicacion 25 o la 26, que consiste de una

secuencia de sefial sin-IL-15 enlazada a una secuencia de proteina IL-156.

28. La proteina de fusibn de las reivindicaciones 25-27, en donde la

secuencia de proteina IL-15 esta libre de la secuencia de sefial IL-15.

29. Una composicion que comprende una molécula de acido nucleico que
comprende: una secuencia de acido nucleico que codifica fa proteina IL-15 y
una molécula de écido nucleico que comprende una secuencia nucleotida que

codifica la proteina CD40L.

30. La composicion de la reivindicacion 29 que ademés comprende una

secuencia de écido nucleico que codifica un inmunogeno.
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31. La composicibn de las reivindicaciones 29 o 30, en donde dicho

-inmunogeno es un antigeno patégeno, un antigeno asociado con cancer o un

antigeno enlazado a células asociadas con enfermedades auto-inmunes.

32. La composicién de la reivindicacién 31, en donde dicho inmunogeno es

un antigeno patégeno.

33. La composicidn de la reivindicacion 32, en donde dicho inmunogeno es
un antigeno patégeno de un patégeno seleccionado del grupo que consiste de

VIH, VSH, VCH y VNW.

34. La composicién de las reivindicaciones 29-33, en donde las moléculas

aisladas de acido nucleico son plasmidos.

35. Un meétodo para modular una respuesta inmune en un individuo que
comprende la administracién a dicho individuo de una composicion de las

reivindicaciones 58 o 63.

36. Un método para inducir una respuesta inmune en un individuo contra un
inmunogeno que comprende la administracion a dicho individuo de una

composicién de las reivindicaciones 59, 62 o 64-67.

37. Una molécula aislada de acido nucleico que comprende una secuencia
de &cido nucleico que codifica una protelna de fusién que consiste de un

péptido de sefial IgE enlazado a secuencias de protelna sin-IgE, en donde el
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péptido de sefial IgE y las secuencias de proteina sin-IgE se derivan de la

misma especie de animal.

38. Una molécula aislada de éacido nucleico que comprende una secuencia
de Aacido nucleico que codifica una proteina de fusién que consiste de un
péptido de sefial IgE enlazado a secuencias de proteina sin-IgE, en donde la

protelna sin-IgE es una enzima o un fragmento funcional de la misma.

39. Una molécula aislada de acido nucleico que comprende una secuencia
de &acido nucleico que codifica una proteina de fusién que consiste de un
péptido de seflal IgE enlazado a secuencias de proteina sin-IgE, en donde la
proteina sin-IgE es una proteina inmunomodulsnte o un fragmento funcional de

la misma.

40. La molécula aislada de acido nucleico de la reivindicacién 39, en donde
la proteina de fusién consiste de un péptido de sefial IgE enlazado a una

proteina inmunomodulante o un fragmento funcional de la misma.

41. La molécula aislada de acido nucleico de las reivindicaciones 39-40, en
donde el péptido de sefial IgE y las secuencias de proteina sin-IgE se derivan

de la misma especie animal.

42. La molécula aislada de acido nucleico de las reivindicaciones 39-41, en

donde dicha molécula aislada de acido nucleico es un plasmido.
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43. La molécula de &cido nucleico de las reivindicaciones 39-41, incorporada

en un vector viral.

44, Una composicién farmacéutica inyectable que comprende las moléculas

de acido nucleico de las reivindicaciones 39-41.

45. ' Una vacuna recombinante que comprende las moléculas de &cido

nucleico de las reivindicaciones 39-41.

46. Un patfgeno vivo atenuado que comprende las moléculas de &cido

nucleico de las reivindicaciones 39-41.

47. Una proteina de fusién que comprende un péptido de sefial IgE enlazado
a una proteina sin-IgE, en donde el péptido de sefial IgE y la proteina sin-IgE

son derivados de la misma especie animalt

48. Una proteina de fusidn que comprende un péptido de sefial IgE enlazado
a una protelna sin-IgE, en donde la proteine sin-IgE es una enzima o un

fragmento funcional de la misma.

49. La protelna de fusion de la reivindicaciéon 47, en donde la secuencia de
proteina sin-IgE es una proteina inmunomodulante o un fragmento funcional de

la misma.
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50. La proteina de fusion de ia reivindicaciéon 47 que consiste de un péptido
de seflal IgE enlazado a una proteina inmunomodulante o un fragmento

funcional de la misma.

51. La proteina de fusién de las reivindicaciones 49-50, en donde el péptido

de sefial IgE y la protelna sin-IgE se derivan de la misma especie animal.

52. Un cultivo de células in vitro que comprende células que comprenden
una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica una proteina de fusion que consiste de un péptido de
sefial IgE enlazado a secuencias de proteina sin-IgE, en donde la secuencia de
acido nucleico estd operablemente enlazada a elementos reguladores

requeridos para la expresién en dichas células.

53. Un método para preparar una protelna sin-IgE que comprende cultivar
células que comprende células que comprende una molécula de acido nucleico
que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de
fusibn que consiste de un péptido de sefial IgE enlazado a secuencias de
proteina sin-IgE, en donde la secuencia de 4cido nucleico esta operablemente
enlazada a elementos reguladores requeridos para la expresién en dichas
células bajo la condicién necesaria para la expresién de la proteina de fusiéon
por un periodo suficiente para que dichas células expresen dicha proteina de
fusion.
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Estraiegia para incrementar ia Expresién de IL-15 a través de ia
Optimizacién de Constructor de ADN IL-16 para ls inmunizacién

© Los Iniciadores se disefiaron para ampiificar IL-15 desde el comianzo de un péptido sefial, ag! las AUGS inhibitorios

(GCCGCCACC).
© Remocién det slemento reguistorio C- Terminal negativo medianie el uso de disefio PCR con meciador anii-sentido

Nombre del niciador | Sentido/antisentido Secvencia 58 3

[1L-15 humano({LSP) |Sentido (SEQIDNO'4) | GCCCCOGTCGACECCGCCACCATGAGAATTTCGAAACCACATTTGAG
Antizenttido (SEQ ID NO'5) |ATCGGGC GTCAAGAAGTGT TGATGAACATITGG
Wacaco 15 (LSP) | Sentido(SEQ ID NO'4) | GGCOCCG TCGACGLCGCCACCATGAGAATTTCGAAACCACATITGAG
Antisentido (SEQ 1D NO 5) |ATCGGGCTCGAGTCAAGAAGTGTIGATGAACATITGG |
115 humano (857) [Serido (SEQ ID NO- 8) | GCCCCCOGTACCGCCGCCACCATGGTATTOGGAACCATA
Anteentido (SEQ! 1D NO 7) | ATCGGGGGATCCTCAAGAAGTG TTGATGAACAT

Leyenda sio de restriccion, KOZAK,CODON de PARTIDA, DE DETENCION

FIGURA 10



Estrategis para Incrementar la Expresién de IL-15 mediants ol reamplazo del péptido de sefial de 48 amino Scidos (LSP)

com IgE Lider

& Los Iniciadores sentidos se disefiaron para comenzar despues de la ISP de 48 aa, en tanto que el
iniciador antisentido amplifica desde el sitio de detencién
© Los inicadores son disefiados para inciulr un contexto KOZAK fuerte (SCCGCCACC)

9 El inciador de sentido es disefiado para contener la secuencia para la secuencia lider IgE mas un sitio de mnicio

ATG

Nombre del Sentido/antissntido Secuence 58 3

Iniciador

-16 Sentido (SEQ 1D NO"8) GCCCCCGAAT I COCCGCCACCATGGATTGGATTGGACTTGGATCTTAT

humano(igE)
(SEQ 1D NO'9) AGTICCTACTOCTACT ACAGTTCATIGTAACTGGGTGAATGTAATAAGT

Macaco IL-15 | Antientido{SEQ ID ATCGGGC TCGAGTCAAGAAGTOTTGATGAACATTTGG

(gE) NO:8)

) sendido (SEQ ID NO 8) WW‘I‘GGMTGGACWGGATCWA‘ITHT:

(SEQ ID NO- 9) AGTTGCTGCTGCTACTAGAGT TCATTCTAACT GGG TGAATGTAATAAGT

Antisentido (SEQ ID
NO' 5) =

ATCOGGCTCGAGICAAGAAGTGTTGATGAACATITGG

Leyende. &0 de restriocion, KOZAK INICIO , CODON, de detencion

FIGURA 11
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Reestimulacion de la produccion del antigeno [FN-y especifico 5§ semanas después
de la tercern inmunizacion de ratones Balb/C can HIV-1 Gag
Efecto de constructos IL-15
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Una vacuna de plismido 11.-15 dischada, '
(KOZAK. AUG'S removidos, UTR'S removidos y oiros-30-50X mejor expresitn)
renlza I respucsta CTL in vivo ratones  fucron inmutizados can VIH-1gag que expresa ADN.

Cantnl linds G

Ohjvtnw |

Grabstain at ai. (1964) Sclence 284:008-008, Bamford of al., 1068) PNAS §3:2007-2002
Bamford ot el (1698) J. ll!lmll:: 1“::4;0-“&. Kozak ot ot , (1991) J, Cell Blok. 115:887-903
gura



Listado de secuencias <110>
Trustees de la Universidad de Penslivania

<120> Secuenclas acido nuclelco codificante y composiciones que comprenden el
péptido sefial de IgE y/o IL-15 y métodos para el uso de los miasmos

<130> UPAPOR0-500
<150> US 60/478,205 <151>
2003-06-13

<150> US 60/478,210 <151>
2003-06-13

<160>9

<17(> Patentln versién 3.2
<lP>

“
Q> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220
<223> Péptido sintetizado quimicamente
<400> |

?la Met Gin Met Lseu Lys clu Thr Met Glu Glu 1A‘I)a Ala Glu

QI 3
PRT
<213> Sccuencia Artificial

<223> P ptido sintetizado qul micamente
<A400>2
?llMetGln MuLcuLyssGquhrlie

1 i,
1> 13
PRT .
Secuencia Artificial

<223> Pptido sintetizado quimicamente

<400> 3 ‘

Phe Arg Asp Val Asp Arg Pbe Tyr Lys Thr Arg Ala Glu
Q> 4
Ql> 47
<21> DNA

1 5 10



=<213> Secuencia artificlal

<2
<223> iniciador del oligonucledtido

<400> 4

geccecptog acgecgecac calgagaatt togasaccac attigag

Q> 5

Q> 37

<212>> DNA

<213> Secuencia artificial

<10
<223> iniciador del oligonucled tido

<400> §
atcggacics agtcaagasg (gtigeigan cattigg

<213> Secuencia artificial

<2
<223> iniciador del oligonucledtido

<400> 6

geccecgeta cogecgecac catgptatip ppasceata
a2 7 .

Q> 31

<U2> DNA & |

<213> Secunencia Artificial

<20

<223> iniciador del oligonucle tido
<400> 7

alcggaggat ccicaagaag (gtigatgas cat

37

39

33



o 8 . .
> 4
>

DNA
3>  Secuencia artificial

<223> iniciador del oligonucled tido
<400> 8
geccecgaat tegecgecac catgpattgg actigpatct tatittt

Qe 9

Qll> 49

212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> iniciador del oligonucledtido
<400> 9

agttgctget getactagag ttcattctta ctgggtgaat gtaataagt

4]

49
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Radicacion 3 BSLIOLSE SODODORD Foliosa 21 . »

Fockn G E5-12-80 [hdhss Industria y Comercio

Trasite 3 K11 PCT-PATENT 278 FASE WRCT 411 PRESENTRC SUPERINTENDENCIA

Rependenciay 2008 MVISION Dt MEVAS CREACTONES

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT
PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
€ Indicacién de que se solicita la concesién de una patente [x] 4
@ Datos de identificacién del solicitants o de la persona que presenta la solicitud [x]4
& Descripcion de la invencion [x]80
@ Dibujos de ser estos pertinentes [X] 20y
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [x]2
COMPLETA [x]) INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ 1
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta ia solicitud [ ]
¢ Representacién gréifica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra del []
material que incorpora el disefio

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
® Representacion gréfica del esquema trazado I
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [

COMPLETA [ INCOMPLETA [ ]

Firma Res! able

Fechai)/// ZZ[/é ('yﬁs Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10

Canmutiador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: Info@sic.gov.co
www.slc.gov.co
Bogot#, D.C., Colombla




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

REPUBLICA DE COLOMBIA @ﬁ,v
/i

Bogoté,
2020

Doctor(a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA

Apoderado(a) y/o Representante de \
THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNBYLVANIA )

REFERENCIA Radicacién No. 5 129156
Solicitud internacicnal U82004/018962
Fecha inicioc fase nacicnal 13/01/2006

Tr&mite 11
Evento 378
Actuacién 430

oficio No. - 3815

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decislfn 4865 de la Comisién de la Coomunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacifn -en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La pgolicitud no contiene la copia del documento en gque consta la cesiém del
deracho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declalén 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifn 486, se le
requiere para que dentro del té&mino de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1la solicitud se
considerard abandonada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presentes oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo 1l titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de



