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DESCRIPCIÓN 

Vacunas contra el cáncer 

Referencia a solicitudes relacionadas 

Esta solicitud reivindica la prioridad sobre la Solicitud Provisoria de los Estados Unidos Núm. 62/280.636 presentada el 
19 de enero de 2016 y la Solicitud Provisoria de los Estados Unidos Núm. 62/419.190 presentada el 8 de noviembre de 5 
2016. 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere generalmente a la inmunoterapia y específicamente a vacunas para tratamiento o 
prevención de trastornos neoplásicos.  

Antecedentes de la invención 10 

Los cánceres son una causa principal de mortalidad a nivel mundial. Pueden ocurrir en una variedad de órganos, tal 
como el páncreas, los ovarios, las mamas, los pulmones, el colon y el recto. Los cánceres pancreáticos son la cuarta 
causa más común de muerte por cáncer en los Estados Unidos. Los cánceres pancreáticos pueden ocurrir en el 
componente exocrino o endocrino del páncreas. Los cánceres exocrinos incluyen (1) adenocarcinoma pancreático, que 
es por lejos el tipo más común, (2) carcinoma de células acinares, que representa el 5% de los cánceres pancreáticos 15 
exocrinos, (3) cistadenocarcinomas, que representan 1% de los cánceres pancreáticos, y (4) otras formas raras de 
cánceres, tales como pancreatoblastoma, carcinomas adenoscamosos, carcinomas de células en anillo de sello, 
carcinomas hepatoides, carcinomas coloides, carcinomas indiferenciados y carcinomas indiferenciados con células 
gigantes similares a osteoclastos. 

El cáncer de ovario representa aproximadamente 3% de los cánceres entre las mujeres, pero causa más muertes que 20 
cualquier otro cáncer del sistema reproductivo femenino. Los cánceres de ovario incluyen (1) cánceres epiteliales, tales 
como carcinomas epiteliales de ovario; (2) cánceres de células germinales, tal como teratomas inmaduros; y (3) cánceres 
del estroma, tal como los tumores de células de la granulosa. 

El cáncer de mama es el segundo cáncer más común entre las mujeres estadounidenses y la segunda causa principal 
de muerte por cáncer en mujeres. Los cánceres de mama se pueden clasificar sobre la base de los receptores 25 
hormonales y el estado de HER2/neu, tal como (1) cánceres positivos para receptores hormonales (donde las células 
cancerosas contienen receptores de estrógenos o receptores de progesterona); (2) cánceres negativos para receptores 
hormonales (en los que las células cancerosas no tienen receptores de estrógeno o progesterona); (3) HER2/neu positivo 
(en el que los cánceres que tienen un exceso de proteína HER2/neu o copias extra del gen HER2/neu); (4) cánceres 
HER2/neu negativos (en los que los cánceres no tienen exceso de HER2/neu); (5) cánceres triple negativos (en los que 30 
las células de cáncer de mama no tienen receptores de estrógenos ni receptores de progesterona, ni HER2 excesivo); 
y (6) cánceres triple positivos (en los que los cánceres son receptor de estrógenos positivos, receptores de progesterona 
positivos y tienen demasiado HER2). 

El cáncer de pulmón representa más de una cuarta parte de todas las muertes por cáncer y es, por lejos, la principal 
causa de muerte por cáncer tanto en hombres como en mujeres. El tipo más común de cáncer de pulmón son los 35 
cánceres de pulmón de células no pequeñas (NSCLC), que representan aproximadamente 85% a 90% de los cánceres 
de pulmón. El NSCLC se puede clasificar en varios subtipos, tales como carcinoma de células escamosas (epidermoide), 
adenocarcinoma, carcinoma de células grandes (indiferenciado), carcinoma adenoscamoso y carcinoma sarcomatoide. 
El segundo tipo común de cáncer de pulmón es el cáncer de pulmón de células pequeñas (SCLC), que representa 
aproximadamente 10% a 15% de todos los cánceres de pulmón. 40 

El cáncer colorrectal (CRC) es la segunda causa principal de muertes relacionadas con el cáncer en los Estados Unidos 
cuando se combinan hombres y mujeres. El adenocarcinoma es el tipo más común de CRC, que representa más del 
95% de los cánceres colorrectales. Otros tipos menos comunes de CRC incluyen tumores carcinoides, tumores del 
estroma gastrointestinal (GIST), linfomas y sarcomas. 

El cáncer gástrico es la tercera causa más común de muerte relacionada con el cáncer en el mundo. Aún es difícil de 45 
curar, principalmente porque la mayoría de los pacientes presentan enfermedad avanzada. En los Estados Unidos, el 
cáncer gástrico es actualmente el decimoquinto cáncer más común. Aproximadamente 90-95% de los cánceres gástricos 
son adenocarcinomas; Otros tipos menos comunes incluyen linfoma (4%), GIST y tumores carcinoides (3%). 

Los regímenes tradicionales de manejo del cáncer han tenido éxito en el manejo de un grupo selectivo de cánceres 
circulantes y sólidos. Sin embargo, muchos tipos de cáncer son resistentes a los enfoques tradicionales. En los últimos 50 
años, se ha explorado la inmunoterapia para el cáncer, particularmente las vacunas contra el cáncer y las terapias con 
anticuerpos. Un enfoque de la inmunoterapia para el cáncer implica la administración de un inmunógeno para generar 
una respuesta inmune sistémica activa hacia un antígeno asociado con tumor (TAA) en la célula cancerosa blanco. Si 
bien han sido identificados un gran número de antígenos asociados con el tumor y han sido explorados muchos de estos 
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antígenos como vacunas a base de virus, bacterias, proteína, péptido o ADN para el tratamiento o la prevención de 
cánceres, la mayoría de los ensayos clínicos hasta ahora han fallado en producir un producto terapéutico. 

Tsukasa T. et al. (International Journal of Oncology 78-90, 2015) desvela una vacuna polivalente de lisado tumoral 
diseñada para expresar los epitopos α-gal, Galα1-3Galβ1-4 GlcNAc-R (es decir, lisado tumoral α-gal), de tumores 
primarios, y enfatiza la necesidad de dirigirse simultáneamente a varios TAA tales como MUC1 y mesotelina. 5 

Por lo tanto, existe la necesidad de un inmunógeno que se pueda usar en el tratamiento o prevención de cánceres. 

La presente divulgación se refiere a inmunógenos derivados de los antígenos asociados con el tumor MUC1, mesotelina 
y TERT, así como a composiciones que comprenden dichos inmunógenos para su uso en inmunoterapia del cáncer. 

La mucina 1 humana (MUC1; también denominada episialina, PEM, H23Ag, EMA, CA15-3 y MCA) es una glicoproteína 
transmembrana polimórfica expresada en las superficies apicales de los epitelios simples y glandulares. El gen de MUC1 10 
codifica un único precursor de cadena polipeptídica que incluye una secuencia de péptido señal. Inmediatamente 
después de la traducción, la secuencia del péptido señal es eliminada y la porción restante del precursor de MUC1 
también es escindida en dos fragmentos peptídicos: la subunidad de extremo N-terminal más larga (MUC1-N o MUC1-
α) y la subunidad de extremo C-terminal más corta (MUC1-C o MUC1β). La MUC1 madura comprende una MUC1-N y 
una MUC1-C asociadas a través de enlaces de hidrógeno estables. MUC1-N, que es un dominio extracelular, contiene 15 
de 25 a 125 repeticiones en tándem de número variable (VNTR) de 20 residuos de aminoácidos. MUC1-C contiene una 
región extracelular corta (aproximadamente 53 aminoácidos), un dominio transmembrana (aproximadamente 28 
aminoácidos) y una cola citoplasmática (aproximadamente 72 aminoácidos). La cola citoplasmática de MUC1 (MUC1-
CT) contiene residuos de serina y tirosina altamente conservados que son fosforilados por los receptores del factor de 
crecimiento y las quinasas intracelulares. El MUC1 humano existe en múltiples isoformas resultantes de diferentes tipos 20 
de empalme alternativo de ARN de MUC1. La secuencia de aminoácidos del precursor de la proteína de la isoforma 1 
de MUC1 humana completa (isoforma 1, Uniprot P15941-1) es proporcionada en la SEQ ID NÚM.: 1 ("Polipéptido de 
referencia de la isoforma 1 MUC1"). Hasta el momento han sido informadas al menos otras 16 isoformas de MUC-1 
humana (Uniprot P15941-2 a P15941-17), que incluyen varias inserciones, supresiones o sustituciones en comparación 
con la secuencia de la isoforma 1. Estas isoformas son conocidas como isoforma 2, 3, 4, 5, 6, Y, 8, 9, F, Y-LSP, S2, M6, 25 
ZD, T10, E2 y J13 (Uniprot P15941-2 a P15941-17, respectivamente). La proteína precursora de la isoforma 1 MUC1 
humana de longitud completa consiste en 1255 aminoácidos, que incluye una secuencia de péptido señal en los 
aminoácidos 1-23. Los dominios de MUC1-N y MUC1-C de la proteína MUC1 madura consisten en los aminoácidos 24-
1097 y 1098-1255, respectivamente.  

La mesotelina (también denominada MSLN) es una glucoproteína unida a la membrana presente en la superficie de las 30 
células que revisten la pleura, peritoneo y pericardio, y se sobreexpresa en varios tumores humanos, que incluyen 
mesotelioma, adenocarcinoma de ovario y pancreático. El gen de mesotelina codifica una proteína precursora de 71 
kilodalton (kDa) que se procesa en una proteína de mesotelina de 40 kDa y una proteína secretada del factor potenciador 
de megacariocitos (MPF) (Chang, et al, Proc Natl Acad Sci USA (1996) 93: 136 -40). El empalme alternativo del gen 

MSLN produce al menos cuatro isoformas de mesotelina. Las secuencias de aminoácidos de la isoforma 1 (Uniprot 35 
Q13421-1), isoforma 2 (Uniprot Q13421-3), isoforma 3 (Uniprot Q13421-2) e isoforma 4 (Uniprot Q13421-4) están 
disponibles en Uniprot (www.uniprot. org). La secuencia de aminoácidos de la proteína precursora de isoforma 2 de 
MSLN humana de longitud completa (identificador de Uniprot Q13421-3), que consiste en 622 aminoácidos, se 
proporciona en la SEQ ID NÚM.: 2 ("Polipéptido de referencia de la isoforma 2 precursora de mesotelina"). La porción 
citoplasmática del MSLN comprende los residuos de aminoácidos 37 a 597 de la SEQ ID NÚM.: 2. La isoforma 2 es la 40 
forma principal de MSLN. La isoforma 1, que consiste en 630 aminoácidos, difiere de la isoforma 2 al tener una inserción 
de 8 aminoácidos (PQAPRRPL) en la posición 409 de la secuencia de la isoforma 2.  

La isoforma 3 tiene un extremo C-terminal (en las posiciones 593-622 de la isoforma 2) mientras que la isoforma 4 tiene 
una supresión del aminoácido 44, en comparación con la isoforma 2. La isoforma 2 se traduce inicialmente como un 
precursor de 622 aminoácidos, que comprende una secuencia de péptido señal (aminoácidos 1-36) en el extremo N-45 
terminal y una secuencia de anclaje GPI en el extremo C-terminal. La secuencia del péptido señal y la secuencia de 
anclaje de GPI se pueden escindir en la mesotelina madura. La transcriptasa inversa de la telomerasa (o TERT) es el 
componente catalítico de la telomerasa, que es una ribonucleoproteína polimerasa responsable de mantener los 
extremos de los telómeros mediante la adición de la repetición de los telómeros TTAGGG. Además de TERT, la 
telomerasa también incluye un componente de ARN que sirve como molde para la repetición de los telómeros. El gen 50 
TERT humano codifica una proteína de 1132 aminoácidos. Existen varias isoformas de TERT humano, que provienen 
del empalme alternativo. Las secuencias de aminoácidos de la isoforma 1, isoforma 2, isoforma 3 y isoforma 4 están 
disponibles en Uniprot (<www.uniprot.org>; identificadores de Uniprot 014746-1, 014746-2, 014746-3 y 014746-4, 
respectivamente). La secuencia de aminoácidos de la proteína de isoforma 1 TERT de longitud completa humana 
(isoforma 1, Genbank AAD30037, Uniprot 014746-1) también es proporcionada en la presente memoria en la SEQ ID 55 
NÚM.: 3 ("Polipéptido de referencia de isoforma 1 TERT"). En comparación con la isoforma 1 de TERT (014746-1), 
isoforma 2 (014746-2) tiene el reemplazo de los aminoácidos 764-807 (STLTDLQPYM ... LNEASSGLFD -> 
LRPVPGDPAG ... AGRAAPAFGG) y supresión de aminoácidos de extremo C-terminal 808-1132), isoforma 3 (014746-
3) tiene supresión de los aminoácidos 885-947, e isoforma 4 (014746-4) tiene supresiones de aminoácidos 711-722 y 
808-1132, y el reemplazo de los aminoácidos 764- 807 (STLTDLQPYM ... LNEASSGLFD -> LRPVPGDPAG ... 60 
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AGRAAPAFGG). 

Sumario de la invención 

La presente invención se refiere a un constructo de múltiples antígenos, que comprende una molécula de ácido nucleico 
comprendiendo: 

(i) al menos una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico; (ii) al menos una secuencia 5 
de nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico; y (iii) al menos una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido de TERT inmunogénico; en el que: 

(i) el polipéptido de MUC1 inmunogénico comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que 
consiste en: (1) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 8; (2) una secuencia de aminoácidos que 
comprende aminoácidos 4-537 de la SEQ ID NÚM.: 8 and (3) una secuencia de aminoácidos que comprende 10 
aminoácidos 24-537 de la SEQ ID NÚM.: 8; 

(ii) el polipéptido de MSLN inmunogénico comprende (1) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 6; 
o (2) una secuencia de aminoácidos que comprende aminoácidos 4-564 de la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NÚM.: 6; y 

(iii) el polipéptido de TERT inmunogénico comprende: (1) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 10; 15 
o (2) una secuencia de aminoácidos que comprende aminoácidos 2-892 de la SEQ ID NÚM.: 10. 

La invención es definida mediante las reivindicaciones adjuntas. 

Descripción detallada de la invención 

A. Definiciones 

El término "adyuvante" se refiere a una sustancia que es capaz de potenciar, acelerar o prolongar una respuesta inmune 20 
provocada por un inmunógeno de vacuna. 

El término "agonista" se refiere a una sustancia que promueve (induce, provoca, potencia o aumenta) la actividad de otra 
molécula (tal como un receptor). El término agonista abarca sustancias que se unen a un receptor y sustancias que 
promueven la función del receptor sin unirse al mismo. 

El término "antagonista" o "inhibidor" se refiere a una sustancia que bloquea, inhibe o neutraliza parcial o totalmente la 25 
actividad biológica de otra molécula o receptor. 

El término "coadministración" se refiere a la administración de dos o más agentes al mismo individuo durante un período 
de tratamiento. Los dos o más agentes pueden estar comprendidos en una formulación única y, por lo tanto, administrarse 
simultáneamente. Alternativamente, los dos o más agentes pueden estar en formulaciones físicas separadas y 
administrarse por separado, de forma secuencial o simultánea al individuo. El término "administrado simultáneamente" o 30 
"administración simultánea" significa que la administración del primer agente y la de un segundo agente se superponen 
en el tiempo entre sí, mientras que el término "administrado secuencialmente" o "administración secuencial" significa que 
la administración del primer agente y el de un segundo agente no se superponen en el tiempo entre sí. 

El término "citosólico" o "citoplasmático" significa que después de que una secuencia de nucleótidos que codifica un 
polipéptido particular es expresada por una célula huésped, se espera que el polipéptido expresado sea retenido dentro 35 
de la célula huésped.  

El término "variantes degeneradas" se refiere a secuencias de ácido nucleico que tienen sustituciones de bases pero 
codifican el mismo polipéptido. 

El término "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad administrada a un mamífero que es suficiente para causar un efecto 
deseado en el mamífero. 40 

El término "fragmento" de un polipéptido dado se refiere a un polipéptido que es más corto que el polipéptido dado y 
comparte una identidad del 100% con la secuencia del polipéptido dado. 

El término "variante funcional" de un polipéptido TAA inmunogénico se refiere a un polipéptido que comprende de 90% 
a 110% del número de aminoácidos del polipéptido TAA inmunogénico de referencia, tiene una identidad menor que 
100% pero mayor que 95% con la secuencia de aminoácidos del polipéptido TAA de referencia, y posee las mismas 45 
propiedades inmunogénicas o similares del polipéptido TAA inmunogénico de referencia. 

El término "idéntico" se refiere a dos o más ácidos nucleicos, o dos o más polipéptidos, que comparten exactamente la 
misma secuencia de nucleótidos o aminoácidos, respectivamente. El término "porcentaje de identidad" describe el nivel 
de similitud entre dos o más ácidos nucleicos o polipéptidos. Cuando dos secuencias están alineadas por el software de 
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bioinformática, el "porcentaje de identidad" se calcula mediante la multiplicación del número de coincidencias exactas 
de nucleótidos/aminoácidos entre las secuencias por 100, y la división por la longitud de la región alineada, que incluye 
las brechas. Por ejemplo, dos polipéptidos largos de 100 aminoácidos que exhiben 10 errores de apareamientos cuando 
están alineados serían 90% idénticos. 

El término "potenciador de células efectoras inmunes" o "potenciador IEC" se refiere a una sustancia capaz de aumentar 5 
y/o potenciar el número, calidad y/o función de uno o más tipos de células efectoras inmunes de un mamífero. Los 
ejemplos de células efectoras inmunes incluyen células T CD8 citolíticas, células T CD4, células NK y células B. 

El término "inmunomodulador" se refiere a una sustancia capaz de alterar (por ejemplo, inhibir, disminuir, aumentar, 
potenciar o estimular) el funcionamiento o la función de cualquier componente del sistema inmune innato, humoral o 
celular de un mamífero. Por lo tanto, el término "inmunomodulador" abarca el "potenciador de las células efectoras 10 
inmunes" como se define en la presente memoria y el "inhibidor de las células inmunosupresoras" como se define en la 
presente memoria, así como la sustancia que afecta a cualquier otro componente del sistema inmune de mamífero. 

El término "respuesta inmune" se refiere a cualquier respuesta detectable a una sustancia particular (tal como un 
antígeno o inmunógeno) por el sistema inmune de un animal vertebrado huésped, que incluye, pero sin limitación, 
respuestas inmunes innatas (por ejemplo, activación de la cascada de señalización del receptor tipo Toll), respuestas 15 
inmunes mediadas por células (por ejemplo, respuestas mediadas por células T, tales como células T específicas de 
antígeno y células no específicas del sistema inmune) y respuestas inmunes humorales (por ejemplo, respuestas 
mediadas por células B, tal como la generación y secreción de anticuerpos en el plasma, linfa y/o fluidos tisulares). Los 
ejemplos de respuestas inmunes incluyen una alteración (por ejemplo, aumento) en la activación del receptor de tipo 
Toll, expresión o secreción de linfoquina (por ejemplo, citoquinas (por ejemplo, citioquinas de tipo Th1, Th2 o Th17) o 20 
quimioquinas), activación de macrófagos, activación de células dendríticas, activación de células T (por ejemplo, células 
T CD4 + o CD8 +), activación de células NK, activación de células B (por ejemplo, generación y/o secreción de 
anticuerpos), unión de un inmunógeno (por ejemplo, antígeno, polipéptido inmunogénico) a una molécula de MHC, 
inducción de una respuesta de linfocitos T citotóxicos ("CTL"), inducción de una respuesta de células B (por ejemplo, 
producción de anticuerpos) y expansión (por ejemplo, crecimiento de una población de células) de células del sistema 25 
inmune (por ejemplo, células T y células B), y un aumento de procesamiento y presentación del antígeno por las células 
presentadoras de antígeno. El término "respuesta inmune" también abarca cualquier respuesta detectable a una 
sustancia particular (tal como un antígeno o inmunógeno) por uno o más componentes del sistema inmune de un animal 
vertebrado in vitro. 

El término "inmunógeno" se refiere a una sustancia que es inmunogénica. 30 

El término "inmunogénico" se refiere a la capacidad de una sustancia después de la administración a un mamífero (tal 
como un ser humano) para provocar, desencadenar, estimular o inducir una respuesta inmune, o para mejorar, potenciar, 
aumentar o prolongar una respuesta inmune preexistente, contra un antígeno particular en el mamífero, ya sea solo o 
cuando se une a un portador, en presencia o ausencia de un adyuvante. 

El término "composición inmunogénica" se refiere a una composición que es inmunogénica. 35 

El término "polipéptidos de MUC1 inmunogénico" se refiere a un polipéptido que es inmunogénico contra una proteína 
MUC1 nativa humana o contra células que expresan la proteína MUC1 nativa humana. El polipéptido puede tener la 
misma secuencia de aminoácidos que la de una proteína MUC1 nativa humana o mostrar una o más mutaciones en 
comparación con la secuencia de aminoácidos de una proteína MUC1 nativa humana. 

El término "polipéptido de MSLN inmunogénico" se refiere a un polipéptido que es inmunogénico contra una proteína de 40 
MSLN nativa humana o contra células que expresan una proteína de MSLN nativa humana. El polipéptido puede tener 
la misma secuencia de aminoácidos que la de una proteína de MSLN nativa humana o muestra una o más mutaciones 
en comparación con la secuencia de aminoácidos de una proteína de MSLN nativa humana. 

El término "polipéptido de TERT inmunogénico" se refiere a un polipéptido que es inmunogénico contra una proteína de 
TERT nativa humana o contra células que expresan una proteína de TERT nativa humana. El polipéptido puede tener la 45 
misma secuencia de aminoácidos que una proteína de TERT nativa humana o muestra una o más mutaciones en 
comparación con la secuencia de aminoácidos de una proteína de TERT nativa humana. 

El término "polipéptido de TAA inmunogénico" se refiere a un “polipéptido de MSLN inmunogénico", un "polipéptido de 
MUC1 inmunogénico, o un "polipéptido de TERT inmunogénico", cada uno según lo definido con anterioridad en la 
presente memoria. 50 

El término "molécula de ácido nucleico MUC1 inmunogénica" se refiere a una molécula de ácido nucleico que codifica 
un "polipéptido de MUC1 inmunogénico" como se definió en la presente memoria. 

El término "molécula de ácido nucleico MSLN inmunogénica" se refiere a una molécula de ácido nucleico que codifica 
un "polipéptido de MSLN inmunogénico" como se definió en la presente memoria. 
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El término "molécula de ácido nucleico TERT inmunogénica" se refiere a una molécula de ácido nucleico que codifica un 
"polipéptido de TERT inmunogénico" como se definió en la presente memoria. 

El término "molécula de ácido nucleico TAA inmunogénica" se refiere a una molécula de ácido nucleico que codifica un 
“polipéptido de MUC1 inmunogénico", un "polipéptido de MSLN inmunogénico, o un "polipéptido de TERT inmunogénico" 
como se definió en la presente memoria anteriormente. 5 

El término "inhibidor de células inmunosupresoras" o "inhibidor de ISC" se refiere a una sustancia capaz de reducir y/o 
suprimir el número y/o función de las células inmunosupresoras de un mamífero. Los ejemplos de células 
inmunosupresoras incluyen células T reguladoras ("Tregs"), células supresoras derivadas de mieloides y macrófagos 
asociados a tumores.  

El término "mamífero" se refiere a cualquier especie animal de la clase Mammalia. Los ejemplos de mamíferos incluyen: 10 
seres humanos; primates no humanos tal como monos; animales de laboratorio tal como ratas, ratones, cobayos; 
animales domésticos tal como gatos, perros, conejos, vacas, ovejas, cabras, caballos y cerdos; y animales salvajes 
cautivos tal como leones, tigres, elefantes y similares. 

El término "unido a la membrana" significa que después de que una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido 
particular se expresa en una célula huésped, el polipéptido expresado se une, se fija o se asocia de otro modo con la 15 
membrana de la célula. 

El término "trastorno neoplásico" se refiere a una afección en la que las células proliferan a una tasa anormalmente alta 
e incontrolada, la tasa es superior y no está coordinada con la de los tejidos normales circundantes. Por lo general, 
produce una lesión sólida o un bulto conocido como "tumor". Este término abarca trastornos neoplásicos benignos y 
malignos. El término "trastorno neoplásico maligno", que se usa indistintamente con el término "cáncer" en la presente 20 
divulgación, se refiere a un trastorno neoplásico caracterizado por la capacidad de las células tumorales de propagarse 
a otros lugares del cuerpo (conocido como "metástasis"). El término "trastorno neoplásico benigno" se refiere a un 
trastorno neoplásico en el que las células tumorales carecen de la capacidad de hacer metástasis. 

El término "mutación" se refiere a la supresión, adición o sustitución de residuos de aminoácidos en la secuencia de 
aminoácidos de una proteína o polipéptido en comparación con la secuencia de aminoácidos de una proteína o 25 
polipéptido de referencia. 

El término "operativamente unido" se refiere a una yuxtaposición en la que los componentes descritos están en una 
relación que les permite funcionar de la manera prevista. Una secuencia control "operativamente unida" a un transgén 
se liga de tal manera que es lograda la expresión del transgén en condiciones compatibles con las secuencias de control. 

El término "composición farmacéutica" se refiere a una composición sólida o líquida adecuada para la administración a 30 
un individuo (por ejemplo, un paciente humano) para provocar un efecto fisiológico, farmacológico o terapéutico deseado. 
Además de contener uno o más ingredientes activos, una composición farmacéutica puede contener uno o más 
excipientes farmacéuticamente aceptables. 

El término "excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sustancia en una composición inmunogénica, 
farmacéutica o de vacuna, distinta de los ingredientes activos (por ejemplo, el antígeno, ácido nucleico que codifica el 35 
antígeno, inmunomodulador o adyuvante) que es compatible con los ingredientes activos y no causa un efecto no 
deseado significativo en los individuos a quienes es administrada. 

 Los términos "péptido", "polipéptido" y "proteína" son usados indistintamente en la presente memoria, y se refieren a 
una forma polimérica de aminoácidos de cualquier longitud, que puede incluir aminoácidos codificados y no codificados, 
aminoácidos modificados o derivatizados química o bioquímicamente y polipéptidos que tienen esqueletos de 40 
polipéptidos modificados. 

Los términos "que previene" o "previniendo" se refieren a (a) evitar que ocurra un trastorno o (b) retrasar la aparición de 
un trastorno o la aparición de síntomas de un trastorno.  

El término "secretado" en el contexto de un polipéptido significa que después de que se expresa una secuencia de 
nucleótidos que codifica el polipéptido en una célula huésped, el polipéptido expresado se secreta fuera de la célula 45 
huésped. 

El término "dosis subóptima" cuando es usado para describir la cantidad de un inmunomodulador, tal como un inhibidor 
de proteína quinasa, se refiere a una dosis del inmunomodulador que está por debajo de la cantidad mínima requerida 
para producir el efecto terapéutico deseado para el enfermedad que se trata cuando el inmunomodulador se administra 
solo a un paciente. 50 

El término "individuo" se refiere a un mamífero humano o no humano. 

Los términos "que trata", "tratamiento" o "tratando" se refieren a anular un trastorno, reducir la gravedad de un trastorno 
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o reducir la gravedad o la frecuencia de la aparición de un síntoma de un trastorno. 

El término "antígeno asociado con tumor" o "TAA" se refiere a un antígeno expresado específicamente en las células 
tumorales o se expresa con mayor frecuencia o densidad en células tumorales que en células no tumorales del mismo 
tipo de tejido. Los antígenos asociados con tumores pueden ser antígenos que el huésped normalmente no expresa; 
pueden ser manifestaciones mutadas, truncadas, mal plegadas o de otro modo anormales de moléculas normalmente 5 
expresadas por el huésped; pueden ser idénticos a las moléculas normalmente expresadas pero expresadas a niveles 
anormalmente altos; o se pueden expresar en un contexto o medio que es anormal. Los antígenos asociados con 
tumores pueden ser, por ejemplo, proteínas o fragmentos de proteínas, carbohidratos complejos, gangliósidos, haptenos, 
ácidos nucleicos o cualquier combinación de estas u otras moléculas biológicas. 

El término "vacuna" se refiere a una composición inmunogénica para la administración a un mamífero (tal como un ser 10 
humano) para provocar una respuesta inmune protectora contra un antígeno o antígenos particulares. El ingrediente 
activo principal de una vacuna es el inmunógeno. 

El término "vector" se refiere a una molécula de ácido nucleico, o un microorganismo modificado, que es capaz de 
transportar o transferir una molécula de ácido nucleico extraña a una célula huésped. La molécula de ácido nucleico 
extraña se conoce como "inserto" o "transgén". Un vector generalmente consiste en un inserto y una secuencia más 15 
grande que sirve como el esqueleto del vector. Según la estructura u origen de los vectores, los principales tipos de 
vectores incluyen vectores de plásmidos, vectores de cósmidos, vectores de fagos (tales como fagos lambda), vectores 
virales (tales como vectores de adenovirus), cromosomas artificiales y vectores bacterianos. 

B. Polipéptidos asociados con tumores inmunogénicos (TAA) 

En algunos aspectos, la presente divulgación proporciona polipéptidos de MUC1 inmunogénicos aislados, polipéptidos 20 
de TERT y polipéptidos de MSLN, que son útiles, por ejemplo, para provocar una respuesta inmune in vivo (por ejemplo, 
en un animal, que incluye seres hunmanos) o in vitro, que activan células T efectoras, o generan anticuerpos específicos 
para MUC1, TERT y MSLN, respectivamente, o para uso como componente en vacunas para el tratamiento del cáncer, 
tal como cáncer de páncreas, ovario y mamas, en particular el cáncer de mama triple negativo. 

Estos polipéptidos de TAA inmunogénicos se pueden preparar por procedimientos conocidos en la técnica a la luz de la 25 
presente divulgación. La capacidad de los polipéptidos para provocar una respuesta inmune se puede medir en ensayos 
in vitro o ensayos in vivo. Los ensayos in vitro para determinar la capacidad de un polipéptido o constructo de ADN para 
provocar respuestas inmunes son conocidos en la técnica. Un ejemplo de tales ensayos in vitro es medir la capacidad 
del polipéptido o ácido nucleico que expresa un polipéptido para estimular la respuesta de las células T como se describe 
en la Patente de Estados Unidos 7.387.882, cuya divulgación es incorporada en esta solicitud. El procedimiento de 30 
ensayo comprende las etapas de: (1) poner en contacto las células presentadoras de antígeno en cultivo con un antígeno, 
de este modo el antígeno puede ser captado y procesado por las células presentadoras de antígeno, lo que produce uno 
o más antígenos procesados; (2) poner en contacto las células presentadoras de antígeno con células T en condiciones 
suficientes para que las células T respondan a uno o más de los antígenos procesados; (3) determinar si las células T 
responden a uno o más de los antígenos procesados. Las células T usadas pueden ser células T CD8 + o células T CD4 35 
+. La respuesta de las células T se puede determinar mediante la medición de la liberación de una o más de las 
citoquinas, tales como el interferón gamma y la interleuquina-2, y la lisis de las células presentadoras de antígeno (células 
tumorales). La respuesta de las células B se puede determinar mediante la medición de la producción de anticuerpos. 

B-1. Polipéptido de MUC1 inmunogénico 

En un aspecto, la presente divulgación proporciona polipéptidos de MUC1 inmunogénicos aislados derivados de una 40 
MUC1 nativa humana, en donde los polipéptidos de MUC1 muestran una o más mutaciones introducidas en relación con 
la proteína de MUC1 nativa humana. Los ejemplos de mutaciones incluyen la supresión de algunas, pero no todas, las 
repeticiones en tándem de 20 aminoácidos en la región de VNTR de la proteína MUC1, la supresión de la secuencia del 
péptido señal en todo o en parte, y la supresión de la secuencia de aminoácidos sin consenso halladas en las isoformas 
de MUC1. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los polipéptidos de MUC1 inmunogénicos proporcionados por la 45 
presente divulgación comprenden (1) la secuencia de aminoácidos de 3 a 30 repeticiones en tándem de 20 aminoácidos 
de una proteína de MUC1 humana y (2) las secuencias de aminoácidos de la proteína de MUC1 humana que flanquean 
la región de VNTR. En algunas realizaciones particulares, los polipéptidos de MUC1 inmunogénicos comprenden (1) la 
secuencia de aminoácidos de 5 a 25 repeticiones en tándem de la MUC1 humana y (2) las secuencias de aminoácidos 
de la proteína de MUC1 humana que flanquean la región de VNTR. En algunas realizaciones adicionales, los polipéptidos 50 
de MUC1 inmunogénicos están en forma citoplasmática (o "cMUC1"). El término "forma citoplasmática" se refiere a un 
polipéptidos de MUC1 inmunogénico que carece en su totalidad o en parte de la secuencia secretora (aminoácidos 1-
23; también denominada "secuencia de péptido señal") de la proteína de MUC1 nativa humana. Se espera que la 
supresión de aminoácidos de la secuencia secretora evite que el polipéptido entre en la vía secretora tal como se expresa 
en las células. En algunas otras realizaciones, los polipéptidos de MUC1 inmunogénicos comprenden la secuencia de 55 
aminoácidos de una forma de enlace de membrana de MUC1.  

Los polipéptidos de MUC1 inmunogénicos proporcionados por la presente divulgación se pueden derivar, construir o 
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preparar a partir de la secuencia de aminoácidos de cualquiera de las isoformas de MUC1 humanas conocidas en la 
técnica o descubiertas en el futuro, que incluyen, por ejemplo, isoformas de Uniprot 1, 2, 3, 4, 5, 6, Y, 8, 9, F, Y-LSP, S2, 
M6, ZD, T10, E2, and J13 (Uniprot P15941-1 a P15941-17, respectivamente). En algunas realizaciones, los polipéptidos 
de MUC1 inmunogénicos comprenden una secuencia de aminoácidos que es parte de la isoforma 1 de MUC1 humana 
en los que la secuencia de aminoácidos de la isoforma 1 de MUC1 humana se expone en la SEQ ID NÚM.: 1. En una 5 
realización específica, el polipéptido de MUC1 inmunogénico comprende los aminoácidos 24-225 y 1098-1255 de la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 1. En otra realización específica, el polipéptido de MUC1 inmunogénico 
comprende aminoácidos 22-225 y 946-1255 de la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 1. En algunas otras 
realizaciones específicas, el polipéptido de MUC1 inmunogénico comprende, o consiste en, la secuencia de aminoácidos 
seleccionada del grupo que consiste en: 10 

(1) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 8 (Polipéptido del plásmido 1027); 

(2)  una secuencia de aminoácidos que comprende los aminoácidos 4-537 de la SEQ ID NÚM.: 8; 

(3) una secuencia de aminoácidos que comprende aminoácidos 24-537 de la SEQ ID NÚM.: 8; 

(4) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 16 (Polipéptido del plásmido 1197); 

(5) una secuencia de aminoácidos que comprende los aminoácidos 4-517 de la SEQ ID NÚM.: 16; y 15 

(6) una secuencia de aminoácidos que comprende los aminoácidos 4-517 de la SEQ ID NÚM.: 16, en la 
 que en la SEQ ID NÚM.: 16 el aminoácido en la posición 513 es T. 

En algunas realizaciones específicas, los polipéptidos de MUC1 inmunogénicos comprenden la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 8 (Polipéptido del plásmido 1027) o la SEQ ID NÚM.: 16 (Polipéptido del plásmido 
1197). 20 

B-2. Polipéptidos de MSLN inmunogénicos 

En un aspecto, la presente divulgación proporciona polipéptidos de MSLN inmunogénicos aislados derivados de un 
precursor de MSLN humano mediante la supresión de una porción de la secuencia del péptido señal entera del precursor 
de MSLN. En consecuencia, los polipéptidos de MSLN inmunogénicos comprenden la secuencia de aminoácidos de un 
precursor de MSLN humano nativo, en la que parte o la secuencia entera del péptido señal del precursor de MSLN está 25 
ausente. En algunas realizaciones, parte de, o la secuencia entera de anclaje de GPI de la MSLN humana nativa (es 
decir, aminoácidos 598-622 de la SEQ ID NÚM.: 2) también está ausente en el polipéptido de MSLN inmunogénico. 
Como se usa en la presente memoria, el término "MSLN humana" abarca cualquier isoforma de MSLN humana, tal como 
isoforma 1, 2, 3, o 4. En algunas realizaciones particulares, la MSLN humana es la isoforma 2 de MSLN humana. 

En algunas realizaciones particulares, el polipéptido de MSLN inmunogénico aislado se selecciona del grupo que 30 
consiste en: 

1) un polipéptido que comprende, o que consiste en, los aminoácidos 37-597 de la secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NÚM.: 2; 

2) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 90%, 95%, 98%, o 99% 
idéntico a la secuencia de aminoácidos que consiste en aminoácidos 37-597 de la secuencia de aminoácidos de 35 
la SEQ ID NÚM.: 2; 

3)  un polipéptido que comprende, o que consiste en, la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 6, o 
aminoácidos 4-564 de la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 6; and 

4)  un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 93% - 99%, 94% - 98%, 
o 94% - 97% de identidad con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 6 ("Polipéptido de plásmido 40 
1103"). 

B-3. Polipéptidos de TERT inmunogénicos 

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona polipéptidos de TERT inmunogénicos aislados derivados de una 
proteína de TERT humana mediante la supresión de hasta 600 de los aminoácidos del extremo N-terminal de la proteína 
de TERT. En consecuencia, en algunas realizaciones, los polipéptidos de TERT inmunogénicos comprenden la 45 
secuencia de aminoácidos de la isoforma 1 de TERT expuesta en la SEQ ID NÚM.: 3, en la que hasta aproximadamente 
600 aminoácidos del extremo N-terminal (amino del extremo terminal) de la secuencia de aminoácidos de la isoforma 1 
de TERT están ausentes. Cualquier número de aminoácidos hasta 600 desde el extremo N-terminal de la isoforma 1 de 
TERT puede estar ausente en el polipéptido de TERT inmunogénico. Por ejemplo, los aminoácidos N-terminales desde 
la posición 1 hasta la posición 50, 100, 50, 200, 245, 300, 350, 400, 450, 500, 550, o 600 de la isoforma 1 de TERT de 50 
la SEQ ID NÚM.: 3 puede estar ausente del polipéptido de TERT inmunogénico. En consecuencia, un polipéptido de 

ES 2 811 523 T3

 



 

9  

TERT inmunogénico proporcionado por la presente divulgación puede comprender los aminoácidos 51-1132, 101-1132, 
151-1132, 201-1132, 251-1132, 301-1132, 351-1132, 401-1132, 451-1132, 501-1132, o 551-1132 de la SEQ ID NÚM.: 
3. Los polipéptidos de TERT inmunogénicos también se pueden construir de otras isoformas de TERT. Sin embargo, 
cuando los polipéptidos se construyen a partir de isoformas de TERT con truncamientos C-terminales, se prefiere 
suprimir menos aminoácidos del extremo N-terminal. 5 

En algunas realizaciones adicionales, el polipéptido de TERT inmunogénico además comprende una o más mutaciones 
de aminoácidos que inactivan el dominio catalítico de TERT. Los ejemplos de tales mutaciones de aminoácidos incluyen 
la sustitución de ácido aspártico con alanina en la posición 712 de la SEQ ID NÚM.: 3 (D712A) y la sustitución de valina 
con isoleucina en la posición 713 de la SEQ ID NÚM.: 3 (V713I). En algunas realizaciones el polipéptido de TERT 
inmunogénico comprende amabas mutaciones D712A y V713I. 10 

En algunas realizaciones específicas, la presente divulgación proporciona un polipéptido de TERT inmunogénico 
seleccionado del grupo que consiste en: 

1) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 10 o aminoácidos 2-892 
 de la SEQ ID NÚM.: 10 ("Polipéptido del plásmido 1112"), o una variante funcional del polipéptido; 

2) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 14 o aminoácidos 3-789 15 
 de la SEQ ID NÚM.: 14 ("Polipéptido del plásmido 1326"), o una variante funcional del polipéptido; y 

3) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 12 o aminoácidos 4-591 
 de la SEQ ID NÚM.: 12 ("Polipéptido del plásmido 1330"), o una variante funcional del polipéptido. 

C. Moléculas de ácido nucleico que codifican polipéptidos de TAA inmunogénicos 

En algunos aspectos, la presente divulgación proporciona moléculas de ácido nucleico, cada una que codifica uno, dos, 20 
tres o más polipéptidos de TAA inmunogénicos separados que son proporcionados por la presente divulgación. Las 
moléculas de ácido nucleico pueden ser desoxirribonucleótidos (ADN) o ribonucleótidos (ARN). Por lo tanto, una 
molécula de ácido nucleico puede comprender una secuencia de nucleótidos descrita en la presente memoria en la que 
la timidina (T) que también puede ser uracilo (U), refleja las diferencias entre las estructuras químicas del ADN y ARN. 
Las moléculas de ácido nucleico pueden ser formas modificadas, formas de cadena simple o cadena doble, o formas 25 
lineales o circulares. Las moléculas de ácido nucleico se pueden preparar usando procedimientos conocidos en la técnica 
a la luz de la presente divulgación. 

C-1. Constructos de antígeno único 

En un aspecto, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada, que comprende una secuencia 
de nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico única, un polipéptido de MSLN inmunogénico único, o 30 
un polipéptido de TERT inmunogénico único proporcionado por la presente divulgación. Una molécula de ácido nucleico 
que codifica solo un polipéptido de TAA inmunogénico, tal como un polipéptido de MUC1 inmunogénico, un polipéptido 
de MSLN inmunogénico, o un TERT inmunogénico, también se denomina en la presente memoria como "constructo de 
antígeno único". 

C-1a. Constructos de antígeno único MUC1 35 

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican un 
polipéptidos de MUC1 inmunogénico proporcionado en la presente divulgación. El polipéptidos de MUC1 inmunogénico 
codificado por una molécula de ácido nucleico puede estar en forma citoplasmática (o cMUC1) o "forma unida a la 
membrana (o mMUC1). El término "forma unida a la membrana" se refiere a un polipéptidos de MUC1 inmunogénico 
que, después de expresarse a partir del ácido nucleico codificador por una célula huésped, se une, fija o asocia con la 40 
membrana de la célula huésped. 

En algunas realizaciones específicas, las moléculas de ácido nucleico aisladas proporcionadas por la presente 
divulgación comprenden una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico seleccionado 
del grupo que consiste en: 

(1) un polipéptido de MUC1 inmunogénico que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.:  8  45 
 (Polipéptido del plásmido 1027); 

(2) un polipéptido de MUC1 inmunogénico que comprende aminoácidos 4-537 de la SEQ ID NÚM.: 8; 

(3) un polipéptido de MUC1 inmunogénico que comprende aminoácidos 24-537 de la SEQ ID NÚM.: 8; 

(4) un polipéptido de MUC1 inmunogénico que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.:  16 
 (Polipéptido del plásmido 1197); 50 

(5) un polipéptido de MUC1 inmunogénico que comprende aminoácidos 4-517 de la SEQ ID NÚM.: 16; 
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(6) un polipéptido de MUC1 inmunogénico que comprende aminoácidos 4-517 de la SEQ ID NÚM.: 16, en el 
 que el aminoácido en la posición 513 es T; y 

(7) un polipéptido de MUC1 inmunogénico que comprende aminoácidos 24-225 and 946-1255 de la SEQ ID 
 NÚM.: 1. 

En algunas otras realizaciones específicas, las moléculas de ácido nucleico aisladas proporcionado por la presente 5 
divulgación comprenden una secuencia de nucleótidos, o una de sus variantes degeneradas, seleccionada del grupo 
que consiste en: 

(1)  secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 7 (Plásmido 1027); 

(2)  secuencia de nucleótidos que comprende los nucleótidos 10 - 1611 de la SEQ ID NÚM.: 7; 

(3) secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 15 (Plásmido 1197); y 10 

(4) secuencia de nucleótidos que comprende los nucleótidos 10 -1551 de la SEQ ID NÚM.: 15; 

C-1b. Constructos de antígeno único de MSLN 

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican un 
polipéptido de MSLN inmunogénico proporcionado en la presente divulgación. 

En algunas realizaciones particulares, la molécula de ácido nucleico aislada codifica un polipéptido de MSLN 15 
inmunogénico seleccionado del grupo que consiste en: 

1) polipéptido de MSLN inmunogénico que comprende, o que consiste en, aminoácidos 37-597 de la secuencia 
 de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 2; 

2) polipéptido de MSLN inmunogénico que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 90%, 
 95%, 98%, o 99% idéntica a la secuencia de aminoácidos que consiste en aminoácidos 37-597 de la 20 
 secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 2; 

3) polipéptido de MSLN inmunogénico que comprende, o que consiste en, la secuencia de aminoácidos de la 
 SEQ ID NÚM.: 6; and 

4)  polipéptido de MSLN inmunogénico que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 93% 
 - 99%, 94% - 98%, o 94% - 97% de identidad con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 6 25 
 ("Polipéptido de plásmido 1103"). 

En algunas otras realizaciones específicas, las moléculas de ácido nucleico aisladas proporcionadas por la presente 
divulgación comprenden una secuencia de nucleótidos, o una de sus variantes degeneradas, seleccionada del grupo que 
consiste en: 

(1) secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 5; y 30 

(2) secuencia de nucleótidos que comprende los nucleótidos 10-1692 de la SEQ ID NÚM.: 5. 

C-1c. Constructos de antígeno único de TERT 

En algunas otras realizaciones, la presente divulgación proporciona moléculas de ácido nucleico aisladas que codifican 
un polipéptido de TERT inmunogénico proporcionado en la presente divulgación. 

Un polipéptidos de TERT inmunogénico codificado por un ácido nucleico proporcionado por la presente divulgación 35 
puede contener una supresión de un máximo de 600 aminoácidos del extremo N-terminal de la secuencia de 
aminoácidos de la isoforma 1 de TERT. En general, se puede esperar que un polipéptidos de TERT inmunogénico tenga 
una inmunogenicidad más fuerte si tiene una supresión de menos aminoácidos del extremo N-terminal de la proteína de 
TERT. El número de aminoácidos de extremo N-terminal que se pueden suprimir de la proteína de TERT se puede 
determinar en función de cómo se desea usar o administrar la molécula de ácido nucleico que codifica el polipéptido. 40 
Por ejemplo, cuando la molécula de ácido nucleico se va a administrar usando un vector viral particular, se puede 
determinar la supresión en función de la capacidad del vector usado. 

En algunas realizaciones, los polipéptidos de TERT inmunogénicos codificados por la molécula de ácido nucleicos 
comprenden una o más mutaciones de aminoácidos que inactivan el dominio catalítico de TERT. Los ejemplos de tales 
mutaciones de aminoácidos incluyen la sustitución de ácido aspártico con alanina en la posición 712 de la SEQ ID NÚM.: 45 
3 (D712A) y la sustitución de valina con isoleucina en la posición 713 de la SEQ ID NÚM.: 3 (V713I). En algunas 
realizaciones el polipéptido de TERT inmunogénico comprende ambas mutaciones D712A y V713I. 
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En algunas realizaciones específicas, las moléculas de ácido nucleico aisladas codifican un polipéptido de TERT 
inmunogénico seleccionado del grupo que consiste en: 

1) un polipéptido de TERT inmunogénico que comprende una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 
10 o aminoácidos 2-892 de la SEQ ID NÚM.: 10 ("Polipéptido del plásmido 1112"), o una variante funcional 
del polipéptido; 5 

2) un polipéptido de TERT inmunogénico que comprende una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 
14 o aminoácidos 3-789 de la SEQ ID NÚM.: 14 ("Polipéptido del plásmido 1326", o una variante funcional 
del polipéptido; y 

3) un polipéptido de TERT inmunogénico que comprende una secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 
12 o aminoácidos 4-591 de la SEQ ID NÚM.: 12 ("Polipéptido del plásmido 1330"), o una variante funcional 10 
del polipéptido. 

En algunas realizaciones particulares, las moléculas de ácido nucleico aisladas comprenden una secuencia de 
nucleótidos, o una de sus variantes degeneradas, seleccionada del grupo que consiste en: 

(1) la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 9 (TERT240); 

(2) la secuencia de nucleótidos que comprende los nucleótidos 4-2679 de la SEQ ID NÚM.: 9; 15 

(3) la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 11 (TERT541); 

(4) la secuencia de nucleótidos que comprende los nucleótidos 10-1782 de la SEQ ID NÚM.: 11; 

(5)  la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 13 (TERT342); y 

(6) una secuencia de nucleótidos que comprende los nucleótidos 7-2373 de la SEQ ID NÚM.: 13. 

C-2. Constructos de múltiples antígenos 20 

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico que codifican cada una dos, tres o 
más polipéptidos de TAA inmunogénicos diferentes. Una molécula de ácido nucleico que codifica más de un polipéptido 
TAA inmunogénico también se denomina "constructo de múltiples antígenos", "vacuna contra de múltiples antígenos", 
"plásmido de múltiples antígenos" y similares en la presente divulgación. Una molécula de ácido nucleico que codifica 
dos polipéptidos de TAA inmunogénicos diferentes también se denomina "constructo de antígeno dual", "vacuna de 25 
antígeno dual" o "plásmido de antígeno dual", etc., en esta divulgación. En esta divulgación, una molécula de ácido 
nucleico que codifica tres polipéptidos de TAA inmunogénicos diferentes también se denomina "constructo de antígeno 
triple", "vacuna de antígeno triple" o "plásmido de antígeno triple". 

Los constructos de múltiples antígenos proporcionadas por la presente divulgación se pueden preparar usando diversas 
técnicas conocidas en la técnica a la luz de la divulgación. Por ejemplo, se puede construir un constructo de múltiples 30 
antígenos mediante la incorporación de múltiples promotores independientes en un plásmido único (Huang, Y., Z. Chen, 
et al. (2008) "Design, construction, and characterization of a dual-promoter multigenic DNA vaccine directed against an 
HIV-1 subtype C/B’ recombinant." J Acquir Immune Defic Syndr 47(4): 403-411; Xu, K., Z. Y. Ling, et al. (2011). "Broad 
humoral and cellular immunity elicited by a bivalent DNA vaccine encoding HA and NP genes from an H5N 1 virus." Viral 
Immunol 24(1): 45-56). El plásmido se puede manipular genéticamente para transportar múltiples casetes de expresión, 35 
cada uno de los cuales consiste en a) un promotor eucariota para iniciar la transcripción dependiente de ARN polimerasa, 
con o sin un elemento potenciador, b) un gen que codifica un antígeno diana, y c) una secuencia terminadora de 
transcripción. Tras la administración del plásmido al núcleo celular transfectado, se iniciará la transcripción de cada 
promotor, lo que da como resultado la producción de ARNm separados, cada uno de los cuales codifica uno de los 
antígenos diana. Los ARNm se traducirán independientemente, de este modo se producen los antígenos deseados. 40 

Los constructos de  múltiples antígenos proporcionados por la presente divulgación también se pueden construir mediante 
el uso de péptidos virales 2A (Szymczak, A. L. and D. A. Vignali (2005). "Development of 2A peptide-based strategies in 
the design of multicistronic vectors." Expert Opin Biol Ther 5(5): 627-638; de Felipe, P., G. A. Luke, et al. (2006). "E unum 
pluribus: multiple proteins from a self-processing polyprotein." Trends Biotechnol 24(2): 68-75; Luke, G. A., P. de Felipe, 
et al. (2008). "Occurrence, function and evolutionary origins of ’2A-like’ sequences in virus genomes." J Gen Virol 89(Pt 45 
4): 1036-1042; Ibrahimi, A., G. Vande Velde, et al. (2009). "Highly efficient multicistronic lentiviral vectors with peptide 2A 
sequences." Hum Gene Ther 20(8): 845-860; Kim, J. H., S. R. Lee, et al. (2011). "High cleavage efficiency of a 2A peptide 
derived from porcine teschovirus-1 in human cell lines, zebrafish and mice." PLoS One 6(4): e18556). Estos péptidos, 
también llamados casetes de escisión o CHYSEL (elementos de hidrolasa de acción en cis), tienen aproximadamente 20 
aminoácidos de largo con un motivo D-V/I-EXNPGP carboxi-terminal altamente conservado (Tabla 19). Estos péptidos 50 
son de naturaleza rara, se encuentran más comúnmente en virus tales como virus de la fiebre aftosa (FMDV), virus de la 
rinitis equina A (ERAV), el virus de la rinitis equina B (ERBV), virus de la encefalomiocarditis (EMCV), teschovirus porcino 
( PTV) y virus Thata asigna (TAV) (Luke, G. A., P. de Felipe, et al. (2008). "Occurrence, function and evolutionary origins 
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of ’2A-like’ sequences in virus genomes." J Gen Virol 89(Pt 4): 1036-1042). Con una estrategia de expresión de  múltiples 
antígenos basada en 2A, los genes que codifican múltiples antígenos diana se unen en un único marco de lectura abierto, 
separados por secuencias que codifican péptidos 2A virales. El marco de lectura abierto entero se puede clonar en un 
vector con un promotor y terminador únicos. Tras la administración de los constructos a una célula huésped, el ARNm 
que codifica los múltiples antígenos se transcribirá y traducirá como una poliproteína única. Durante la traducción de los 5 
péptidos 2A, los ribosomas omiten el enlace entre la glicina y prolina C-terminal. La omisión ribosómica actúa como una 
"escisión" autocatalítica cotraduccional que libera las secuencias peptídicas corriente arriba del péptido 2A de las corriente 
abajo. La incorporación de un péptido 2A entre dos antígenos proteicos puede producir la adición de -20 aminoácidos en 
el extremo C-terminal del polipéptido corriente arriba y 1 aminoácido (prolina) al extremo N-terminal de la proteína corriente 
abajo. En una adaptación de esta metodología, se pueden incorporar sitios de escisión de proteasas en el extremo N-10 
terminal del casete 2A de modo que las proteasas ubicuas escindirán el casete de la proteína corriente arriba (Fang, J., 
S. Yi, et al. (2007). "An antibody delivery system for regulated expression of therapeutic levels of monoclonal antibodies 
in vivo." Mol Ther 15(6): 1153-1159). 

Otra estrategia para construir los constructos de múltiples antígenos proporcionadas por la presente divulgación implica 
el uso de un sitio de entrada ribosómica interna, o IRES. Los sitios internos de entrada al ribosoma son elementos de ARN 15 
que se encuentran en las regiones 5' no traducidas de ciertas moléculas de ARN (Bonnal, S., C. Boutonnet, et al. (2003). 
"IRESdb: the Internal Ribosome Entry Site database." Nucleic Acids Res 31(1): 427-428). Atraen ribosomas eucariotas al 
ARN para facilitar la traducción de los marcos de lectura abiertos corriente abajo. A diferencia de la traducción dependiente 
del capuchón 7-metilguanosina celular normal, la traducción mediada por IRES se puede iniciar en codones AUG lejos 
dentro de una molécula de ARN. El proceso altamente eficiente se puede aprovechar para uso en vectores de expresión 20 
multi-cistrónicos (Bochkov, Y. A. and A. C. Palmenberg (2006). "Translational efficiency of EMCV IRES in bicistronic 
vectors is dependent upon IRES sequence and gene location." Biotechniques 41(3): 283-284, 286, 288). Típicamente, dos 
transgenes se insertan en un vector entre un promotor y un terminador de transcripción como dos marcos de lectura 
abiertos separados por un IRES. Tras la administración de los constructos a una célula huésped, se transcribirá un 
transcripto largo único que codifica ambos transgenes. El primer ORF se traducirá de la manera tradicional dependiente 25 
del capuchón, terminando en un codón de detención corriente arriba del IRES. El segundo ORF se traducirá de manera 
independiente del capuchón usando el IRES. De esta manera, se pueden producir dos proteínas independientes a partir 
de un ARNm único transcrito a partir de un vector con un casete de expresión único. 

En algunos aspectos, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno dual que comprende dos secuencias 
de nucleótidos codificadoras, en el que cada una de las secuencias de nucleótidos codificadoras codifica un polipéptido 30 
de TAA inmunogénico individual. La estructura de tal constructo de antígeno dual se muestra en la fórmula (I): 

TAA1-SPACER1-TAA2 (I), 

en el que la fórmula (I): 

(i) TAA1 y TAA2 son secuencias de nucleótidos, cada una de las cuales que codifica un polipéptido de TAA 
inmunogénico se selecciona del grupo que consiste en un polipéptido de MUC1 inmunogénico, un polipéptido de 35 
MSLN inmunogénico, y un polipéptido de TERT inmunogénico, en el que TAA1 y TAA2 codifican diferentes 
polipéptidos de TAA inmunogénicos; y 

(ii) SPACER1 es una secuencia de nucleótidos espaciadora y puede estar ausente. 

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno dual de fórmula (I), en el que en 
la fórmula (I) TAA1 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico, y TAA2 es una 40 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico o polipéptido de TERT inmunogénico. 

En algunas otras realizaciones, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno dual de fórmula (I), en el 
que en la fórmula (I) TAA1 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico, y TAA2 
es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico o polipéptido de TERT inmunogénico. 

En algunas realizaciones adicionales, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno dual de fórmula (I), 45 
en el que la fórmula (I) TAA1 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de TERT inmunogénico, and 
TAA2 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico o polipéptido de MSLN 
inmunogénico. 
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En algunas realizaciones específicas, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno dual de una fórmula 
seleccionada de un grupo que consiste en: 

(1) MUC1-2A-TERT (II) 

(2) MUC1-2A-MSLN (III) 

(3) MSLN-2A-TERT (IV) 5 

(4) MSLN-2A-MUC1 (V) 

(5) TERT-2A-MSLN (VI) 

(6) TERT-2A-MUC1 (VII) 

en el que cada una de las fórmulas (II) - (VII): (i) MUC1, MSLN, y TERT representa una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico, un polipéptido de MSLN inmunogénico, and un polipéptido de TERT 10 
inmunogénico, respectivamente, y (ii) 2A es una secuencia de nucleótidos que codifica un péptido 2A. 

En algunos otros aspectos, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno triple que comprende tres 
secuencias de nucleótidos codificadoras en el que cada una de las secuencias de nucleótidos codificadoras expresa un 
polipéptido de TAA inmunogénico individual diferente. La estructura de un constructo de antígeno triple se muestra en la 
fórmula (VIII): 15 

 TAA1-SPACER1-TAA2-SPACER2-TAA3 (VIII) 

en el que la fórmula (VIII): 

(i) TAA1, TAA2, y TAA3, cada una son una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de TAA 
inmunogénico seleccionado del grupo que consiste en un polipéptido de MUC1 inmunogénico, un polipéptido de 
MSLN inmunogénico, y un polipéptido de TERT inmunogénico, en el que cada TAA1, TAA2, y TAA3 codifican 20 
polipéptidos de TAA inmunogénicos diferentes; y 

(ii) SPACER1 y SPACER2 cada uno son una secuencia de nucleótidos espaciadora, en el que (a) SPACER1 y 
SPACER2 pueden ser iguales o diferentes y (b) SPACER1 puede estar ausente o SPACER2 puede estar ausente 
o SPACER1 y SPACER2 pueden estar presentes. 

El término "secuencia de nucleótidos espaciadora" como se usa en la presente divulgación se refiere a una secuencia 25 
de nucleótidos que se inserta entre dos secuencias codificadoras o transgenes en un marco de lectura abierto de una 
molécula de ácido nucleico y funciona para permitir la coexpresión o traducción de dos productos génicos de la molécula 
de ácido nucleico. Los ejemplos de secuencias de nucleótidos espaciadoras que se pueden usar en los constructos de 
múltiples antígenos proporcionadas por la presente divulgación incluyen promotores eucariotas, secuencias de 
nucleótidos que codifican un péptido 2A y sitios de entrada ribosómicos internos (IRES). Los ejemplos de péptidos 2A 30 
incluyen el péptido del virus de la fiebre aftosa 2A (FMD2A), péptido del virus de la rinitis equina A 2A (ERA2A), péptido 
del virus de la rinitis equina 2A (ERB2A), péptido del virus de la encefalomiocarditis 2A (EMC2A), péptido del teschovirus 
2A porcino (PT2A), y péptido 2A del virus Thosea asigna (T2A). Las secuencias de estos péptidos 2A se proporcionan 
en la Tabla 19. 

En algunas realizaciones, SPACER1 y SPACER2 son, independientemente, una secuencia de nucleótidos que codifica 35 
un péptido 2A, o una secuencia de nucleótidos que codifica GGSGG. 

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno triple de fórmula (VIII), en el que 
en la fórmula (VIII) (i) TAA1 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico, (ii) 
TAA2 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico, and (iii) TAA3 es una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de TERT inmunogénico. 40 

En algunas otras realizaciones, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno triple de fórmula (VIII), en 
el que en la fórmula (VIII) (i) TAA1 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico, 
(ii) TAA2 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de TERT inmunogénico, and (iii) TAA3 es una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico. 

En algunas otras realizaciones, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno triple de fórmula (VIII), en 45 
el que en la fórmula (VIII) (i) TAA1 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico, 
(ii) TAA2 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de TERT inmunogénico, and (iii) TAA3 es una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico. 

En algunas otras realizaciones, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno triple de fórmula (VIII), en 
el que en la fórmula (VIII) (i) TAA1 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico, 50 
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(ii) TAA2 es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico, y (iii) TAA3 es una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de TERT inmunogénico. 

En algunas realizaciones específicas, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno triple de una fórmula 
seleccionado del grupo que consiste en: 

(1) MUC1-2A-MSLN-2A-TERT (IX) 5 

(2) MUC1-2A-TERT-2A-MSLN (X) 

(3) MSLN-2A-MUC1-2A-TERT (XI) 

(4) MSLN-2A-TERT-2A-MUC1 (XII) 

(5) TERT-2A-MUC1-2A-MSLN (XIII) 

(6) TERT-2A-MSLN-2A-MUC1 (XIV) 10 

en el que en cada una de las fórmulas (IX) - (XIV: (i) MUC1, MSLN, y TERT representan una secuencia de nucleótidos 
que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico, un polipéptido de MSLN inmunogénico, and un polipéptido de TERT 
inmunogénico, respectivamente, y (ii) 2A es una secuencia de nucleótidos que codifica un péptido 2A. 

El polipéptido de MSLN inmunogénico codificado por un constructo de múltiples antígenos puede ser una proteína de 
MSLN de longitud completa o un fragmento del mismo, tal como un fragmento citoplasmático, secretado, unido a 15 
membrana. En algunas realizaciones el constructo de múltiples antígenos comprende una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico seleccionado del grupo que consiste en: 

1) un polipéptido que comprende, o que consiste en, aminoácidos 37-597 de la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NÚM.: 2; 

2) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos 90%, 95%, 98%, o 99% idéntica 20 
a la secuencia de aminoácidos que consiste en aminoácidos 37-597 de la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NÚM.: 2; 

3) un polipéptido que comprende, o que consiste en, la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 6, o 
aminoácidos 4-564 de la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 6; y 

4) polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 93% - 99%, 94% - 98%, o 94% - 25 
97% de identidad con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 8 ("Polipéptido de plásmido 1103"). 

En algunas realizaciones particulares el constructo de múltiples antígenos comprende una secuencia de nucleótidos de 
la SEQ ID NÚM.: 5 o una de sus variantes degeneradas. 

El polipéptido de MUC1 inmunogénico codificado por un constructo de múltiples antígenos puede comprender (1) una 
secuencia de aminoácidos de 3 a 30 repeticiones en tándem de 20 aminoácidos de una proteína de MUC1 humana y 30 
(2) las secuencias de aminoácidos de la proteína de MUC1 humana que flanquean la región de VNTR. En algunas 
realizaciones el constructo de múltiples antígenos comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido 
de MUC1 inmunogénico, en el que el polipéptido de MUC1 inmunogénico comprende o consiste en, la secuencia de 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(1) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 8 (Polipéptido del plásmido 1027); 35 

(2) una secuencia de aminoácidos que comprende aminoácidos 4-537 de la SEQ ID NÚM.: 8; 

(3) una secuencia de aminoácidos que comprende aminoácidos 24-537 de la SEQ ID NÚM.: 8; 

(4) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 16 (Polipéptido del plásmido 1197); 

(5)  una secuencia de aminoácidos que comprende aminoácidos 4-517 de la SEQ ID NÚM.: 16; y 

(6) una secuencia de aminoácidos que comprende aminoácidos 4-517 de la SEQ ID NÚM.: 16, con la condición de 40 
que el aminoácido en la posición 513 sea T. 

En algunas realizaciones particulares, el constructo de múltiples antígenos comprende una secuencia de nucleótidos de 
la SEQ ID NÚM.: 7, una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 15, o una variante degenerada de la secuencia de 
nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 7 o 15.  

El polipéptidos de TERT inmunogénico codificado por un constructo de múltiples antígenos puede ser la proteína de 45 
longitud completa o cualquier forma truncada. Se espera que la proteína de TERT de longitud completa genere respuestas 
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inmunes más fuertes que una forma truncada. Sin embargo, de acuerdo con el vector específico elegido para administrar 
el constructo, el vector puede no tener la capacidad de transportar el gen que codifica la proteína de TERT completa. Por 
lo tanto, las supresiones de algunos aminoácidos de la proteína se pueden hacer de tal manera que los transgenes encajen 
en un vector particular. Las supresiones de aminoácidos se pueden realizar desde el extremo N-terminal, extremo C-
terminal o en cualquier parte de la secuencia de la proteína de TERT. Se pueden realizar supresiones adicionales para 5 
eliminar la señal de localización nuclear, de este modo se obtiene que los polipéptidos citoplasmáticos, aumenten el 
acceso a la maquinaria de procesamiento/presentación de antígeno celular. En algunas realizaciones, los aminoácidos 
hasta la posición 200, 300, 400, 500 o 600 del extremo N-terminal de la proteína de TERT están ausentes de los 
polipéptidos TERT inmunogénicos. Se pueden introducir mutaciones de aminoácidos adicionales para inactivar el dominio 
catalítico de TERT. Los ejemplos de tales mutaciones incluyen D712A y V713T. 10 

En algunas realizaciones adicionales, el constructo de múltiples antígenos comprende una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido de TERT inmunogénico, en el que el polipéptido de TERT inmunogénico comprende, o consiste en 
una secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en; 

1) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 10 ("Polipéptido del plásmido 1112"; TERT 240); 

2) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 12 ("Polipéptido del plásmido 1330"; TERT 541); y 15 

3) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 14 ("Polipéptido del plásmido 1326"; TERT 343). 

En algunas realizaciones particulares, el constructo de múltiples antígenos comprende la secuencia de nucleótidos de 
la SEQ ID NÜM.:9, 11, o 13, o una variante degenerada de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 9, 11, o 13. 

En algunas realizaciones particulares, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno dual que codifica 
un polipéptido de MUC1 inmunogénico y un polipéptido de MSLN inmunogénico, que comprende una secuencia de 20 
nuceótidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(1) una secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 18, 20, 22, o 24; 

(2) la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 17, 19, 21, o 23; y 

(3) una variante degenerada de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 17, 19, 21, o 23. 

En algunas otras realizaciones particulares, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno dual que 25 
codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico y un polipéptido de TERT inmunogénico, que comprende una secuencia 
de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(1) una secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 26, 28, 30, 32, o 
34; 

(2) una secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 25, 27, 29, 31, o 33; y 30 

(3) una variante degenerada de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 25, 27, 29, 31, o 33. 

En algunas otras realizaciones particulares, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno dual que 
codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico y un polipéptido de TERT inmunogénico, que comprende una secuencia 
de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(1) una secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 36, 38, 40, o 42; 35 

(2) la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 35, 37, 39, o 41; y 

(3) una variante degenerada de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 35, 37, 39, o 41. 

En algunas otras realizaciones particulares, la presente divulgación proporciona un constructo de antígeno triple que 
codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico, un polipéptido de MSLN inmunogénico, y un polipéptido de TERT 
inmunogénico, que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en: 40 

(1) a secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 44, 46, 48, 50, 
52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, o 66; 

(2) la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, o 65; y 

(3) una variante degenerada de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 
61, 63, o 65. 45 
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D. Vectores que contienen una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido de TAA inmunogénico 

Otro aspecto de la divulgación se refiere a vectores que contienen una o más de una cualquiera de las moléculas de ácido 
nucleico proporcionadas por la presente divulgación, que incluyen constructos de antígeno único, constructos de antígeno 
dual, constructos de antígeno triple, y otros constructos de múltiples antígenos. Los vectores son útiles para clonar o 
expresar los polipéptidos de TAA inmunogénicos codificados por las moléculas de ácido nucleico, o para administrar la 5 
molécula de ácido nucleico en una composición, tal como una vacuna, a una célula huésped o a un animal huésped, tal 
como un ser humano. En algunas realizaciones particulares, el vector comprende un constructo de antígeno triple que 
codifica un polipéptidos de MUC1 inmunogénico, un polipéptido MSLN inmunogénico y un polipéptidos de TERT 
inmunogénico, en el que el constructo de antígeno triple comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo 
que consiste en: 10 

(1) una secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 44, 46, 48, 50, 
52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, o 66; 

(2) la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, o 65; y 

(3)  una variante degenerada de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 
59, 61, 63, o 65. 15 

Se puede preparar una amplia variedad de vectores para contener y expresar una molécula de ácido nucleico de la 
invención, tal como vectores de plásmidos, vectores cósmidos, vectores de fago y vectores virales. 

En algunas realizaciones, la divulgación proporciona un vector basado en plásmido que contiene una molécula de ácido 
nucleico de la invención. Los ejemplos de vectores de plásmidos adecuados incluyen pBR325, pUC18, pSKF, pET23D 
y pGB-2. Otros ejemplos de vectores de plásmidos, así como el procedimiento de construcción de dichos vectores, son 20 
descritos en las Patentes de los Estados Unidos Núm. 5.580.859, 5.589.466, 5.688.688, 5.814.482 y 5.580.859. 

En otras realizaciones, la presente invención proporciona vectores que se construyen a partir de virus, tales como 
retrovirus, alfavirus y adenovirus. Se describen ejemplos de vectores retrovirales en las Patentes de los Estados Unidos 
Núm. 5.219.740, 5.716.613, 5.851.529, 5.591.624, 5.716.826, 5.716.832 y 5.817.491. Los ejemplos representativos de 
vectores que pueden generarse a partir de alfavirus se describen en las Patentes de los Estados Unidos Núm. 5.091.309 25 
y 5.217.879, 5.843.723 y 5.789.245.  

En algunas realizaciones particulares, la presente divulgación proporciona vectores adenovirales derivados de 
adenovirus de primates no humanos, tal como adenovirus de simio. Los ejemplos de tales vectores adenovirales, así 
como su preparación, son descritos en las publicaciones de solicitud PCT WO2005/071093 y WO 2010/086189, e 
incluyen vectores no replicantes construidos a partir de adenovirus de simios, tales como ChAd3, ChAd4, ChAd5, ChAd7, 30 
ChAd8, ChAd9, ChAd10, ChAd11, ChAd16, ChAd17, ChAd19, ChAd20, ChAd22, ChAd24, ChAd26, ChAd30, ChAd31, 
ChAd37, ChAd38, ChAd44, ChAd63, ChAd68, ChAd82, ChAd55, ChAd73, ChAd83, ChAd146, ChAd147, PanAd1, Pan 
Ad2, y Pan Ad3, y vectores competentes en replicación construyeron adenovirus de simio Ad4 o Ad7. Se prefiere que 
en la construcción de vectores adenovirales a partir de los adenovirus simios, uno o más de los primeros genes de la 
región genómica del virus seleccionado de E1A, E1B, E2A, E2B, E3 y E4 sean suprimidos o se vuelvan no funcionales 35 
por supresión o mutación. En una realización particular, el vector se construye a partir de ChAd3 o ChAd68. También se 
pueden generar vectores adecuados a partir de otros virus tales como: (1) virus de la viruela, tales como el virus de la 
viruela canaria o el virus vaccinia Fisher-Hoch et al., PNAS 86:317-321, 1989; Flexner et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 569:86-
103, 1989; Flexner et al., Vaccine 8:17-21, 1990; U.S. Pat. Nos. 4.603.112, 4.769.330 y 5.017.487; WO 89/01973); (2) 
SV40 (Mulligan et al., Nature 277:108-114, 1979); (3) herpes (Kit, Adv. Exp. Med. Biol. 215:219-236, 1989; Patentes de 40 
los Estados Unidos Núm. 5.288.641); y (4) lentivirus tal como HIV (Poznansky, J. Virol. 65:532-536, 1991). 

Los procedimientos de construcción de vectores son bien conocidos en la técnica. Los vectores de expresión típicamente 
incluyen uno o más elementos de control que están unidos operativamente a la secuencia de ácido nucleico para 
expresar. El término "elementos de control" se refiere colectivamente a regiones promotoras, señales de poliadenilación, 
secuencias de terminación de la transcripción, dominios reguladores corriente arriba, orígenes de replicación, sitios de 45 
entrada ribosómica internos ("IRES"), potenciadores y similares, que colectivamente permiten la replicación, 
transcripción y traducción de una secuencia codificadora en una célula receptora. No todos estos elementos de control 
necesitan estar siempre presentes siempre que la secuencia de codificación seleccionada sea capaz de replicarse, 
transcribirse y traducirse en una célula huésped adecuada. Los elementos de control se seleccionan en función de 
numerosos factores conocidos por los expertos en la técnica, tales como las células huésped específicas y la fuente o 50 
estructuras de otros componentes del vector. Para potenciar la expresión de un polipéptido TAA inmunogénico, se puede 
proporcionar una secuencia Kozak corriente arriba de la secuencia que codifica el polipéptido TAA inmunogénico. Para 
los vertebrados, una secuencia Kozak conocida es (GCC) NCCATGG, en la que N es A o G y GCC está menos 
conservado. Los ejemplos de secuencias de Kozak que se pueden usar incluyen GAACATGG, ACCAUGG, y ACCATGG. 

 55 
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E. Composiciones que comprenden un polipéptido de TAA inmunogénico (composiciones de polipéptidos) 

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona composiciones de polipéptidos, que comprenden uno o más 
polipéptidos de TAA inmunogénicos aislados proporcionados por la presente divulgación ("composición de polipéptidos"). 
En algunas realizaciones, la composición de polipéptidos es una composición inmunogénica útil para provocar una 
respuesta inmune contra una proteína TAA en un mamífero, tal como un ratón, perro, primates no humanos o humanos. 5 
En algunas otras realizaciones, la composición de polipéptidos es una composición farmacéutica para administración a 
un ser humano. En otras realizaciones más, la composición de polipéptidos es una composición de vacuna útil para la 
inmunización de un mamífero, tal como un ser humano, para inhibir la proliferación celular anormal, para proporcionar 
protección contra el desarrollo de cáncer (usado como profiláctico) o para el tratamiento de trastornos (usado como 
agente terapéutico) asociados con la sobreexpresión de TAA, tal como cánceres. 10 

Una composición de polipéptidos proporcionada por la presente divulgación puede contener un tipo único del polipéptido 
de TAA inmunogénico, tal como un polipéptido de MSLN inmunogénico, un polipéptido de MUC1 inmunogénico, o un 
polipéptido de TERT inmunogénico. Una composición también puede contener una combinación de dos o más tipos 
diferentes de polipéptidos de TAA inmunogénicos. Por ejemplo, una composición de polipéptidos puede contener 
polipéptidos de TAA inmunogénicos en cualquiera de las siguientes combinaciones: 15 

1) un polipéptido de MSLN inmunogénico y un polipéptido de MUC1 inmunogénico; 

2)  un polipéptido de MSLN inmunogénico y un polipéptido de TERT; o 

3)  un polipéptido de MSLN inmunogénico, un polipéptido de MUC1 inmunogénico, y un polipéptido de TERT. 

En algunas realizaciones, una composición de polipéptidos proporcionada por la presente divulgación, tal como una 
composición inmunogénica, una composición farmacéutica o una composición de vacuna, comprende además un 20 
excipiente farmacéuticamente aceptable. Los excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados para 
composiciones inmunogénicas, farmacéuticas o de vacuna son conocidos en la técnica. Los ejemplos de excipientes 
adecuados que se pueden usar en las composiciones incluyen aceites biocompatibles, tales como aceite de colza, aceite 
de girasol, aceite de maní, aceite de semilla de algodón, aceite de jojoba, escualano, escualeno, solución salina 
fisiológica, conservantes y agentes de control de la presión osmótica, gases portadores, agentes de control del pH, 25 
disolventes orgánicos, agentes hidrófobos, inhibidores enzimáticos, polímeros absorbentes de agua, tensioactivos, 
promotores de absorción, modificadores de pH y agentes antioxidantes. 

El polipéptido TAA inmunogénico en una composición, particularmente una composición inmunogénica o una 
composición de vacuna, se puede unir, conjugar o incorporar de otro modo en un portador para la administración a un 
receptor. El término "portador" se refiere a una sustancia o estructura a la que se puede unir un polipéptido inmunogénico 30 
o asociarse de otro modo para la administración del polipéptido inmunogénico al receptor (por ejemplo, paciente). El 
portador mismo puede ser inmunogénico. Los ejemplos de portadores incluyen polipéptidos inmunogénicos, islas CpG 
inmunes, hemocianina de lapa (KLH), toxoide tetánico (TT), subunidad B de toxina del cólera (CTB), bacterias o 
fantasmas bacterianos, liposomas, quitosomas, virosomas, microesferas, células dendríticas o similares. Una o más 
moléculas de polipéptido TAA inmunogénicas se pueden unir a una molécula portadora única. Los procedimientos para 35 
unir un polipéptido inmunogénico a un portador son conocidos en la técnica. 

Una composición de vacuna o composición inmunogénica proporcionada por la presente divulgación se puede usar en 
conjunción o combinación con uno o más inmnomoduladores o adyuvantes. Los inmunomoduladores o adyuvantes se 
pueden formular por separado de la composición de vacuna o composición inmunogénica, o pueden ser parte de la misma 
formulación de composición. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona una composición 40 
de vacuna que comprende además uno o más inmunomoduladores o adyuvantes. A continuación son proporcionados 
ejemplos de inmunomoduladores y adyuvantes. 

Las composiciones de polipéptidos, que incluyen las composiciones inmunogénicas y de vacuna, se pueden preparar en 
cualquier formas de dosis adecuadas, tal como formas líquidas (por ejemplo, soluciones, suspensiones o emulsiones) y 
formas sólidas (por ejemplo, cápsulas, comprimidos o polvo), y por procedimientos conocidos por un experto en la técnica. 45 

F. Composiciones que comprenden una molécula de ácido nucleico TAA inmunogénica (composiciones de 
ácidos nucleicos) 

La presente divulgación también proporciona composiciones de ácido nucleico, que comprenden una molécula o vector 
de ácido nucleico aislado proporcionado por la presente divulgación ("composición de ácido nucleico"). Las composiciones 
de ácidos nucleicos son útiles para provocar una respuesta inmune contra una proteína TAA in vitro o in vivo en un 50 

mamífero, que incluyen un ser humano. En algunas realizaciones, las composiciones de ácido nucleico son composiciones 
inmunogénicas o composiciones farmacéuticas. 

En algunas realizaciones particulares, la composición de ácido nucleico es una composición de vacuna de ADN para 
administración a los seres humanos para (1) inhibir la proliferación celular anormal, lo que proporciona protección contra 
el desarrollo de cáncer (usado como profiláctico), (2) tratamiento del cáncer (usado como un agente terapéutico) asociado 55 
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con la sobreexpresión de TAA, o (3) provocar una respuesta inmune contra un TAA humano particular, tal como MSLN, 
MUC1 o TERT. La molécula de ácido nucleico en la composición puede ser una molécula de ácido nucleico "desnuda", 
es decir, simplemente en forma de un ADN aislado libre de elementos que promueven la transfección o expresión. 
Alternativamente, la molécula de ácido nucleico en la composición se incorpora en un vector, tal como un vector de 
plásmido o un vector viral. 5 

Una composición de ácido nucleico proporcionada por la presente divulgación puede comprender moléculas de ácido 
nucleico aisladas individuales que codifican cada una solo un tipo de polipéptido TAA inmunogénico, tal como un 
polipéptido MSLN inmunogénico, un polipéptido inmunogénico MUC1 o un polipéptidos de TERT inmunogénico. 

Una composición de ácido nucleico puede comprender un constructo de múltiples antígenos que codifica dos o más tipos 
de polipéptidos de TAA inmunogénicos. Por ejemplo, un constructo de múltiples antígenos puede codificar dos o más 10 
polipéptidos de TAA inmunogénicos en cualquiera de las siguientes combinaciones: 

(1) un polipéptido de MSLN inmunogénico y un polipéptido de MUC1 inmunogénico; 

(2) un polipéptido de MSLN inmunogénico y un polipéptido de TERT inmunogénico; 

(3) un polipéptido de MUC1 inmunogénico y un polipéptido de TERT inmunogénico; y 

(4) un polipéptido de MSLN inmunogénico, un polipéptido de MUC1 inmunogénico, y un polipéptido de TERT 15 
inmunogénico. 

En algunas realizaciones particulares, las composiciones proporcionadas por la presente divulgación comprenden un 
constructo de antígeno dual que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(1) una secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 18, 20, 22, o 24, 
26, 28, 30, 32, o 34, 36, 38, 30, 40, o 42, ; 20 

(2) la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 17, 19, 21, o 23, 25, 27, 29, 31, o 33, 35, 37, 39, o 41; y 

(3) una variante degenerada de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 17, 19, 21, o 23, 25, 27, 29, 31, o 
33, 35, 37, 39, o 41. 

En algunas otras realizaciones particulares, las composiciones proporcionadas por la presente divulgación comprenden 
un constructo de antígeno triple que comprende una secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en: 25 

(1)  una secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 44, 46, 48, 50, 
52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, o 66; 

(2)  la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, o 65; y 

(3) una variante degenerada de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 43, 45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 
59, 61, 63, o 65. 30 

Las composiciones de ácido nucleico, tales como una composición farmacéutica o una composición de vacuna de ADN, 
también pueden comprender un excipiente farmacéuticamente aceptable. Los excipientes farmacéuticamente 
aceptables adecuados para las composiciones de ácido nucleico, incluidas las composiciones de vacunas de ADN, son 
bien conocidos en la técnica. Dichos excipientes pueden ser soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas o no 
acuosas. Los ejemplos de excipientes no acuosos incluyen propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como 35 
el aceite de oliva y ésteres orgánicos inyectables tales como el oleato de etilo. Los ejemplos de excipiente acuoso 
incluyen agua, soluciones, emulsiones o suspensiones alcohólicas/acuosas, que incluyen solución salina y medios 
tamponados. Los excipientes adecuados también incluyen agentes que asisten en la captación celular de la molécula 
de polinucleótido. Los ejemplos de tales agentes son (i) productos químicos que modifican la permeabilidad celular, tal 
como bupivacaína, (ii) liposomas o partículas virales para la encapsulación del polinucleótido, o (iii) lípidos catiónicos o 40 
micropartículas de sílice, oro o tungsteno que se asocian con las polinucleótidos Los liposomas aniónicos y neutros son 
bien conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Liposomes: A Practical Approach, RPC New Ed, IRL press (1990), para 
una divulgación detallada de los procedimientos para fabricar liposomas) y son útiles para administrar una gran variedad 
de productos, que incluyen los polinucleótidos. Los lípidos catiónicos también se conocen en la técnica y se usan 
comúnmente para la administración de genes. Dichos lípidos incluyen Lipofectin.TM, también conocido como DOTMA 45 
(cloruro de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propilo N,N,N-trimetilamonio), DOTAP (1,2-bis(oleiloxi)-3(trimetilamonio)propano), DDAB 
(bromuro de dimetildioctadecilamonio), DOGS (dioctadecilamidologlicil espermina) y derivados de colesterol tales como 
DCChol (3 beta-(N-(N',N'-dimetil aminometano) -carbamoil) colesterol). Se puede encontrar una divulgación de estos 
lípidos catiónicos en los documentos EP 187,702, WO 90/11092, Patente de Estados Unidos Nº 5,283,185, WO 
91/15501, WO 95/26356 y Patente de Estados Unidos Nº 5,527,928. Una formulación de lípidos catiónicos útil particular 50 
que se puede usar con la vacuna nucleica proporcionada por la divulgación es VAXFECTIN, que es una comezcla de un 
lípido catiónico (GAP-DMORIE) y un fosfolípido neutro (DPyPE) que, cuando se combina en un vehículo acuoso, 
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autoensamblado para formar liposomas. Los lípidos catiónicos para la administración de genes se usan preferiblemente 
en asociación con un lípido neutro tal como DOPE (dioleil fosfatidiletanolamina), como se describe en el documento WO 
90/11092 como ejemplo. Además, un constructo de ácido nucleico, tal como un constructo de ADN, también se puede 
formular con un copolímero en bloque no iónico tal como CRL1005. 

Una composición de vacuna de ácido nucleico o composición inmunogénica proporcionada por la presente divulgación 5 
se puede usar en conjunción o combinación con uno o más inmunomoduladores. Una composición de vacuna de ácido 
nucleico o composición inmunogénica proporcionada por la presente divulgación también se puede usar en conjunción 
o combinación con uno o más adyuvantes. Además, una composición de vacuna de ácido nucleico o composición 
inmunogénica proporcionada por la presente divulgación se puede usar en conjunción o combinación con uno o más 
inmunomoduladores y uno o más adyuvantes. Los inmunomoduladores o adyuvantes se pueden formular por separado 10 
de la composición nucleica, o pueden ser parte de la misma formulación de la composición. Por lo tanto, en algunas 
realizaciones, la presente divulgación proporciona una composición de vacuna de ácido nucleico que comprende 
además uno o más nmunomoduladores y/o uno o más adyuvantes. A continuación se proporcionan ejemplos de 
inmunomoduladores y adyuvantes. 

Las composiciones de ácido nucleico, incluidas las composiciones de vacuna, se pueden preparar en cualquier forma 15 
de dosis adecuadas, tales como formas líquidas (por ejemplo, soluciones, suspensiones o emulsiones) y formas sólidas 
(por ejemplo, cápsulas, comprimidos o polvo), y por procedimientos conocidos por un experto en la técnica. 

G. Usos de los polipéptidos de TAA inmunogénicos, moléculas de ácido nucleico, y composiciones 

En otros aspectos, la presente divulgación proporciona procedimientos de usar los polipéptidos de TAA inmunogénicos, 
moléculas de ácido nucleico aisladas, y composiciones descritos en la presente memoria anteriormente. 20 

En un aspecto, la presente divulgación proporciona un procedimiento para provocar una respuesta inmune contra un 
TAA en un mamífero, en particular un ser humano, que comprende administrar al mamífero una cantidad eficaz de (1) 
un polipéptido de TAA inmunogénico que es inmunogénica contra el TAA diana, (2) una molécula de ácido nucleico 
aislada que codifica uno o más polipéptidos de TAA inmunogénicos, (3) una composición que comprende uno o más 
polipéptidos de TAA inmunogénicos, o una composición que comprende una molécula de ácido nucleico aislada que 25 
codifica uno o más polipéptidos de TAA inmunogénicos. En algunas realizaciones, la divulgación proporciona un 
procedimiento para provocar una respuesta inmune contra MSLN en un ser humano, que comprende administrar al ser 
humano una cantidad eficaz de una composición de MSLN inmunogénica proporcionada por la presente divulgación, en 
el que la composición de MSLN inmunogénica se selecciona de: (1) un polipéptido de MSLN inmunogénico, (2) una 
molécula de ácido nucleico aislada que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico, (3) una composición que 30 
comprende un polipéptido de MSLN inmunogénico, o (4) una composición que comprende una molécula de ácido 
nucleico aislada que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico. En algunas otras realizaciones, la divulgación 
proporciona un procedimiento para provocar una respuesta inmune contra MUC1 en un ser humano, que comprende 
administrar al ser humano una cantidad eficaz de una composición de MUC1 inmunogénica proporcionada por la 
presente divulgación, en el que la composición de MUC1 inmunogénica se selecciona de: (1) un polipéptido de MUC1 35 
inmunogénico, (2) una molécula de ácido nucleico aislada que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico, (3) una 
composición que comprende un polipéptido de MUC1 inmunogénico, o (4) una composición que comprende una 
molécula de ácido nucleico aislada que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico. En algunas realizaciones, la 
divulgación proporciona un procedimiento para provocar una respuesta inmune contra TERT en un ser humano, que 
comprende administrar al ser humano una cantidad eficaz de una composición de TERT inmunogénica proporcionada 40 
por la presente divulgación, en el que la composición de TERT inmunogénica se selecciona de: (1) un polipéptido de 
TERT inmunogénico, (2) una molécula de ácido nucleico aislada que codifica un polipéptido de TERT inmunogénico, (3) 
una composición que comprende un polipéptido de TERT inmunogénico, o (4) una composición que comprende una 
molécula de ácido nucleico aislada que codifica un polipéptido de TERT inmunogénico. 

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona un procedimiento para inhibir la proliferación celular anormal en un 45 
ser humano, en el que la proliferación celular anormal está asociada con la sobreexpresión de un TAA. El procedimiento 
comprende administrar al ser humano una cantidad eficaz de composición de TAA inmunogénica proporcionada por la 
presente divulgación que es inmunogénica contra el TAA sobreexpresado. La composición inmunogénica de TAA puede 
ser (1) un polipéptido TAA inmunogénico, (2) una molécula de ácido nucleico aislada que codifica uno o más polipéptidos 
de TAA inmunogénicos, (3) una composición que comprende un polipéptido TAA inmunogénico, o (4) una composición 50 
que comprende una molécula de ácido nucleico aislada que codifica uno o más polipéptidos de TAA inmunogénicos. La 
proliferación celular anormal puede estar en cualquier órgano o tejido de un ser humano, tal como mama, estómago, 
ovarios, pulmones, vejiga, intestino grueso (por ejemplo, colon y recto), riñones, páncreas y próstata. En algunas 
realizaciones, el procedimiento es para inhibir la proliferación celular anormal en la mama, ovarios, páncreas, colon, 
pulmón, estómago y recto.  55 

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona un procedimiento de tratamiento de cáncer en un ser humano en 
el que el cáncer se asocia con la sobre expresión de un TAA. El procedimiento comprende administrar al ser humano 
una cantidad eficaz de composición de TAA inmunogénica capaz de provocar una respuesta inmune contra el TAA 
sobreexpresado. La composición de TAA inmunogénica puede ser (1) un polipéptido de TAA inmunogénico, (2) una 
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molécula de ácido nucleico aislada que codifica uno o más polipéptidos de TAA inmunogénicos, (3) una composición 
que comprende un polipéptido de TAA inmunogénico, o (4) una composición que comprende una molécula de ácido 
nucleico aislada que codifica uno o más polipéptidos de TAA inmunogénicos.  

En algunas realizaciones, la divulgación proporciona un procedimiento para tratar un cáncer en un ser humano, que 
comprende administrar al ser humano una cantidad eficaz de una composición de ácido nucleico proporcionada en la 5 
presente memoria anteriormente. Los ácidos nucleicos en la composición pueden ser un constructo de antígeno único 
que codifica solo un polipéptido TAA inmunogénico particular, tal como un polipéptido MSLN inmunogénico, un 
polipéptidos de MUC1 inmunogénico o un polipéptidos de TERT inmunogénico. Los ácidos nucleicos en la composición 
también pueden ser un constructo de múltiples antígenos que codifica dos, tres o más polipéptidos de TAA inmunogénicos 
diferentes. 10 

En algunas realizaciones específicas, la divulgación proporciona un procedimiento de tratamiento de un cáncer en un ser 
humano, que comprende administrar al ser humano una cantidad eficaz de una composición que comprende un constructo 
de antígeno dual. El constructo de antígeno dual puede codificar cualquiera de dos polipéptidos de TAA inmunogénicos 
diferentes seleccionados de: (1) un polipéptido de MSLN inmunogénico y un polipéptido de MUC1 inmunogénico; (2) un 
polipéptido de MSLN inmunogénico y un polipéptido de TERT inmunogénico; (3) un polipéptido de TERT inmunogénico y 15 
un polipéptido de MUC1 inmunogénico. 

En algunas otras realizaciones específicas, la divulgación proporciona un procedimiento de tratamiento de un cáncer en 
un ser humano, en el que el cáncer se asocia con la sobreexpresión de uno o más TAA seleccionados de MUC1, MSLN, 
y TERT, tal procedimiento comprende administrar al ser humano una cantidad eficaz de una composición que comprende 
un constructo de antígeno triple que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico, un polipéptido de MUC1 20 
inmunogénico, y un polipéptido de TERT inmunogénico. 

Cualquier cáncer que sobreexpresa el antígeno asociado a tumor MUC1, MSLN y/o TERT se puede tratar mediante un 
procedimiento proporcionado por la presente divulgación. Los ejemplos de cánceres incluyen cáncer de mama, cáncer 
de ovario, cáncer de pulmón (tal como cáncer de pulmón de células pequeñas y cáncer de pulmón de células no 
pequeñas), cáncer colorrectal, cáncer gástrico y cáncer pancreático. En algunas realizaciones particulares, la presente 25 
divulgación proporciona un procedimiento de tratamiento de cáncer en un ser humano, que comprende administrar al 
ser humano una cantidad eficaz de una composición que comprende una construcción de antígeno triple, en la que el 
cáncer es (1) cáncer de mama, tal como cáncer de mama triple negativo, (2) cáncer de páncreas, tal como el 
adenocarcinoma ductal pancreático, o (3) cáncer de ovario, tal como adenocarcinoma de ovario.  

Las composiciones de polipéptidos y ácidos nucleicos se pueden administrar a un animal, que incluye un ser humano, 30 
mediante numerosos procedimientos adecuados conocidos en la técnica. Los ejemplos de procedimientos adecuados 
incluyen: (1) administración intramuscular, intradérmica, intraepidérmica o subcutánea, (2) administración oral y (3) 
aplicación tópica (tal como aplicación ocular, intranasal e intravaginal). Un procedimiento particular de administración 
intradérmica o intraepidérmica de una composición de vacuna de ácido nucleico que se puede usar es la administración 
de una pistola génica usando el dispositivo de administración de la vacuna de administración epidérmica mediada por 35 
partículas (PMEDTM) comercializado por PowderMed. PMED es un procedimiento sin aguja para administrar vacunas a 
animales o seres humanos. El sistema PMED implica la precipitación de ADN sobre partículas de oro microscópicas que 
después son impulsadas por gas helio hacia la epidermis. Las partículas de oro recubiertas de ADN se administran a las 
APC y los queratinocitos de la epidermis, y una vez dentro de los núcleos de estas células, el ADN se eluye del oro y se 
vuelve transcripcionalmente activo, lo que produce la proteína codificada. Un procedimiento particular para la 40 
administración intramuscular de una vacuna de ácido nucleico es la electroporación. La electroporación usa pulsos 
eléctricos controlados para crear poros temporales en la membrana celular, lo que facilita la captación celular de la vacuna 
de ácido nucleico inyectada en el músculo. Cuando es usada una CpG en combinación con una vacuna de ácido nucleico, 
la vacuna de CpG y de ácido nucleico puede ser coformulada en una formulación y la formulación se administra 
intramuscularmente por electroporación. 45 

Los expertos en la técnica pueden determinar fácilmente la cantidad eficaz del polipéptido TAA inmunogénico o ácido 
nucleico que codifica un polipéptido TAA inmunogénico en la composición que se administrará en un procedimiento dado 
proporcionado por la presente divulgación y dependerá de numerosos factores. En un procedimiento de tratamiento de 
cáncer, tal como el cáncer de páncreas, cáncer de ovario y cáncer de mama, los factores que se pueden considerar para 
determinar la cantidad eficaz del polipéptido TAA o ácido nucleico inmunogénico incluyen, pero sin limitación: (1) el 50 
individuo para tratar, que incluye el estado inmunitario y la salud del individuo, (2) la gravedad o etapa del cáncer para 
tratar, (3) los polipéptidos inmunogénicos TAA específicos usados o expresados, (4) el grado de protección o tratamiento 
deseado, (5 ) el procedimiento y esquema de administración, y (6) otros agentes terapéuticos (tales como adyuvantes o 
inmunomoduladores) usados. En el caso de las composiciones de vacunas de ácido nucleico, que incluyen las 
composiciones de vacuna de  múltiples antígenos, el procedimiento de formulación y administración se encuentran entre 55 
los factores clave para determinar la dosis de ácido nucleico requerida para provocar una respuesta inmune eficaz. Por 
ejemplo, las cantidades eficaces del ácido nucleico pueden estar en el intervalo de 2 µg/dosis - 10 mg/dosis cuando la 
composición de la vacuna de ácido nucleico se formula como una solución acuosa y se administra por inyección de aguja 
hipodérmica o inyección neumática, mientras que solo se pueden requerir 16 ng/dosis-16 µg/dosis cuando el ácido 
nucleico se prepara como perlas de oro recubiertas y se administra mediante una tecnología de pistola génica. El intervalo 60 
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de dosis para una vacuna de ácido nucleico por electroporación generalmente está en el intervalo de 0,5 - 10 mg/dosis. 
En el caso de que la vacuna de ácido nucleico se administra junto con un CpG mediante electroporación en una 
coformulación, la dosis de la vacuna de ácido nucleico puede estar en el intervalo de 0,5 - 5 mg/dosis y la dosis de CpG 
está típicamente en el intervalo de 0,05 mg - 5 mg/dosis, tal como 0,05, 0,2, 0,6 o 1,2 mg/dosis por persona. 

Las composiciones de vacuna de ácido nucleico o polipéptido de la presente divulgación se pueden usar en una estrategia 5 
de estímulo primario-refuerzo para inducir una respuesta inmune robusta y duradera. Los protocolos de vacunación de 
estímulo primario-refuerzo basados en inyecciones repetidas del mismo constructo inmunogénico son bien conocidos. En 
general, la primera dosis puede no producir inmunidad protectora, sino que solo "estimula inicialmente" el sistema inmune. 
Se desarrolla una respuesta inmune protectora después de la segunda o tercera dosis (los "refuerzos"). Los refuerzos se 
realizan de acuerdo con técnicas convencionales, y también se pueden optimizar empíricamente en términos del esquema 10 
de administración, vía de administración, elección del adyuvante, dosis y secuencia potencial cuando se administra con 
otra vacuna. En una realización, las vacunas de ácido nucleico o polipéptido de la presente divulgación se usan en una 
estrategia convencional de estímulo primario-refuerzo homóloga, en la que la misma vacuna se administra al animal en 
múltiples dosis. En otra realización, las composiciones de vacuna de ácido nucleico o polipéptido se usan en una 
vacunación estímulo primario-refuerzo heteróloga, en la que se administran diferentes tipos de vacunas que contienen los 15 
mismos antígenos a intervalos de tiempo predeterminados. Por ejemplo, un constructo de ácido nucleico se puede 
administrar en forma de un plásmido en la dosis inicial ("estímulo inicial”) y como parte de un vector en las dosis posteriores 
("refuerzo"), o viceversa. 

Las composiciones de vacuna de polipéptido o ácido nucleico de la presente divulgación se pueden usar junto con uno o 
más adyuvantes. Los ejemplos de adyuvantes adecuados incluyen: (1) formulaciones de emulsión de aceite en agua (con 20 
o sin otros agentes inmunoestimulantes específicos tal como polipéptidos de muramilo o componentes de la pared celular 
bacteriana), tal como (a) MF59TM (Publicación PCT Núm. WO 90/14837; Chapter 10 in Vaccine design: the subunit and 
adjuvant approach, eds. Powell & Newman, Plenum Press 1995), que contiene 5% de escualeno, 0,5% de Tween 80 
(monooleato de polioxietilen sorbitano) y 0,5% de Span 85 (trioleato de sorbitano) formulado en partículas submicrónicas 
usando un microfluidificador, (b) SAF, que contiene 10% de escualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polímero L121 25 
bloqueado con plurónico, y thr-MDP microfluidificado en una emulsión submicrómica o agitado en vórtex para generar una 
emulsión de mayor tamaño de partícula y (c) sistema adyuvante RIBITM (RAS) (Ribi Immunochem, Hamilton, MT) que 
contiene 2% de escualeno, 0,2% de Tween 80, y uno o más componentes bacterianos de la pared celular, tal como 
monofosforilípido A (MPL), dimicolato de trehalosa (TDM), y el esqueleto de la pared celular (CWS); (2) adyuvantes de 
saponina, tal como QS21, STIMULONTM (Cambridge Bioscience, Worcester, MA), Abisco® (Isconova, Suecia) o 30 
Iscomatrix® (Commonwealth Serum Laboratories, Australia); (3) adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante 
incompleto de Freund (IFA); (4) citoquinas, tal como interleuquinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 
(Publicación PCT No. WO 99/44636), etc), interferones (por ejemplo, interferón gamma), factor estimulante de colonias 
de macrófagos (M-CSF) y factor de necrosis tumoral (TNF); (5) monofosforil lípido A (MPL) o MPL 3-O-desacilado 
(3dMPL), (WO 00/56358); (6) combinaciones de 3dMPL con QS21 y/o emulsiones de aceite en agua (EP-A-0835318, EP-35 
A-0735898, EP-A-0761231); (7) oligonucleótidos que comprenden motivos CpG, es decir, que contienen al menos un 
dinucleótido CG, donde la citosina no está metilada (documentos WO 98/40100, WO 98/55495, WO 98/37919 y WO 
98/52581); (8) un éter de polioxietileno o un éster de polioxietileno (documento WO 99/52549); (9) un tensioactivo de éster 
de polioxietilensorbitano en combinación con un octoxinol (documento WO 01/21207) o un tensioactivo de polioxietilen 
alquil éter o éster en combinación con al menos un tensioactivo no iónico adicional tal como un octoxinol (documento WO 40 
01/21152); (10) una saponina y un oligonucleótido inmunoestimulador (por ejemplo, un oligonucleótido CpG) (documento 
WO 00/62800); (11) sal metálica, que incluye sales de aluminio (alumbre), tal como fosfato de aluminio e hidróxido de 
aluminio; (12) una saponina y una emulsión de aceite en agua (documento WO 99/11241); y (13) una combinación de 
saponina (por ejemplo, QS21), 3dMPL e IM2 (WO 98/57659).  

Además, para el tratamiento de un trastorno neoplásico, que incluye un cáncer, en un mamífero, las composiciones de 45 
polipéptidos o ácidos nucleicos, que incluyen las composiciones de vacunas, proporcionadas por la presente divulgación 
se pueden administrar en combinación con uno o más inmunomoduladores. El inmunomodulador puede ser un inhibidor 
de células inmunosupresoras (inhibidor de ISC) o un potenciador de células efectoras inmunes (potenciador de IEC). 
Además, se pueden usar uno o más inhibidores de ISCe en combinación con uno o más potenciadores de IEC. Los 
inmunomoduladores se pueden administrar por cualquier procedimiento y vía adecuados, que incluyen (1) administración 50 
sistémica tal como administración intravenosa, intramuscular u oral, y (2) administración local tal como administración 
intradérmica y subcutánea. Cuando sea adecuado o adecuado, generalmente se prefiere la administración local respecto 
de la administración sistémica. La administración local de cualquier inmunomodulador se puede llevar a cabo en cualquier 
ubicación del cuerpo del mamífero que sea adecuada para la administración local de productos farmacéuticos; sin 
embargo, es más preferible que estos inmunomoduladores se administren localmente en proximidad estrecha al ganglio 55 
linfático que drena la vacuna.  

Las composiciones, tal como una vacuna, pueden ser administradas simultánea o secuencialmente con cualquiera o 
todos los inmunomoduladores usados. De manera similar, cuando son usados dos o más inmunomoduladores, pueden 
ser administrados de forma simultánea o secuencial entre sí. En algunas realizaciones, una vacuna se administra 
simultáneamente (por ejemplo, en una mezcla) con respecto a un inmunomodulador, pero secuencialmente con respecto 60 
a uno o más inmunomoduladores adicionales. La coadministración de la vacuna y los inmunomoduladores puede incluir 
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casos en los que se administra la vacuna y al menos un inmunomodulador para que cada uno esté presente en el sitio 
de administración, tal como el ganglio linfático drenante de vacuna, al mismo tiempo, aunque el antígeno y los 
inmunomoduladores no se administran simultáneamente. La coadministración de la vacuna y los inmunomoduladores 
también puede incluir casos en los que la vacuna o el inmunomodulador se eliminan del sitio de administración, pero al 
menos un efecto celular de la vacuna o inmunomodulador eliminado persiste en el sitio de administración, tal como 5 
ganglio linfático drenante de vacuna, al menos hasta que se administren uno o más inmunomoduladores adicionales en 
el sitio de administración. En los casos en que una vacuna de ácido nucleico se administra en combinación con un CpG, 
la vacuna y el CpG pueden estar contenidos en una formulación única y administrarse juntos por cualquier procedimiento 
adecuado. En algunas realizaciones, la vacuna de ácido nucleico y CpG en una coformulación (mezcla) se administra 
mediante inyección intramuscular en combinación con electroporación. 10 

En algunas realizaciones, el inmunomodulador que es usado en combinación con la composición de polipéptidos o 
ácidos nucleicos es un inhibidor de ISCr. 

Los ejemplos de inhibidores de SIC incluyen (1) inhibidores de la proteína quinasa, tal como imatinib, sorafenib, lapatinib, 
BIRB 796 y AZD-1152, AMG706, Zactima (ZD6474), MP-412, sorafenib (BAY 43-9006), dasatinib, CEP -701 
(lestaurtinib), XL647, XL999, Tykerb (lapatinib), MLN518, (anteriormente conocido como CT53518), PKC412, ST1571, 15 
AEE 788, OSI-930, OSI-817, malato de sunitinibe (SUTENT), axitinib (AG-013736), erlotinib, gefitinib, axitinib, bosutinib, 
temsirolismus y nilotinib (AMN107). En algunas realizaciones particulares, el inhibidor de tirosina quinasa es sunitinib, 
sorafenib o una sal o derivado farmacéuticamente aceptable (tal como un malato o un tosilato) de sunitinib o sorafenib; 
(2) inhibidores de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), tal como celecoxib y rofecoxib; (3) inhibidores de fosfodiesterasa tipo 5 
(PDE5), tal como los ejemplos de inhibidores de la PDE5 incluyen avanafil, lodenafilo, mirodenafilo, sildenafilo, tadalafilo, 20 
vardenafilo, udenafilo y zaprinast, y (4) agentes de reticulación de ADN, como la ciclofosfamida. 

En algunas realizaciones, el inmunomodulador que es usado en combinación con la composición de polipéptido o ácido 
nucleico es un potenciador de IEC. Se pueden usar dos o más potenciadores IEC juntos. 

Los ejemplos de potenciadores IEC que pueden ser usados incluyen: (1) agonistas de TNFR, tal como agonistas de 
OX40, 4-1 BB (tal como BMS-663513), GITR (tal como TRX518) y CD40 (tal como anticuerpos agonistas CD40); (2) 25 
inhibidores de CTLA-4, tal como Ipilimumab y Tremelimumab; (3) agonistas de TLR, tal como CpG 7909 (5' 
TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT3' '), CpG 24555 (5' TCGTCGTTTTTCGGTGCTTTT3 '' (CpG 24555); y CpG 10103 
(5' TCGTCGTTTTTCGGTCGTTTT3'); (4) inhibidores de la  proteína 1 de muerte celular programada (PD-1), tal como 
nivolumab y pembrolizumab; y (5) inhibidores de PD-L1, tal como atezolizumab, durvalumab y velumab; y (6) inhibidores 
de IDO1.  30 

En algunas realizaciones, el potenciador de IEC es un anticuerpo agonista de CD40, que puede ser un anticuerpo anti-
CD40 quimérico humano, humanizado o parcialmente humano. Los ejemplos de anticuerpos anti-CD40 agonistas 
específicos incluyen el anticuerpo monoclonal G28-5, mAb89, EA-5 o S2C6 y CP870.893. CP-870.893 es un anticuerpo 
anti-CD40 monoclonal (mAb) agonista completamente humano que se ha investigado clínicamente como una terapia 
antitumoral. La estructura y preparación de CP870.893 es desvelada en el documento WO2003041070 (donde el 35 
anticuerpo se identifica mediante el interno identificado "21.4.1" y las secuencias de aminoácidos de la cadena pesada 
y la cadena ligera del anticuerpo se exponen en la SEQ ID Núm: 40 y SEQ ID NÚM.: 41, respectivamente). Para uso en 
combinación con una composición de la presente divulgación, CP-870.893 se puede administrar por cualquier vía 
adecuada, tal como inyección intradérmica, subcutánea o intramuscular. La cantidad eficaz de CP870893 generalmente 
está en el intervalo de 0,01 - 0,25 mg/kg. En alguna realización, CP870893 se administra en una cantidad de 0,05 - 0,1 40 
mg/kg.  

En algunas otras realizaciones, el potenciador IEC es un inhibidor de CTLA-4, tal como Ipilimumab y Tremelimumab. El 
ipilimumab (también conocido como MEX-010 o MDX-101), comercializado como YERVOY, es un anticuerpo humano 
anti-CTLA-4 humano. También se puede hacer referencia al ipilimumab mediante su registro CAS Núm. 477202-00-9, y 
se desvela como anticuerpo 10DI en la publicación PCT Núm. WO 01/14424. Tremelimumab (también conocido como 45 
CP-675,206) es un anticuerpo monoclonal IgG2 completamente humano y tiene el número CAS 745013-59-6. 
Tremelimumab se desvela en la Patente de Estados Unidos Núm: 6.682.736, donde se identifica como el anticuerpo 
11,.2.1 y las secuencias de aminoácidos de su cadena pesada y su cadena ligera se exponen en las SEQ ID Nros: 42 y 
43, respectivamente. Para su uso en combinación con una composición proporcionada por la presente divulgación, 
Tremelimumab se puede administrar localmente, particularmente por vía intradérmica o subcutánea. La cantidad eficaz 50 
de tremelimumab administrado por vía intradérmica o subcutánea está típicamente en el intervalo de 5 a 200 mg/dosis 
por persona. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz de Tremelimumab está en el intervalo de 10-150 mg/dosis por 
persona por dosis. En algunas realizaciones particulares, la cantidad eficaz de Tremelimumab es de aproximadamente 
10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 o 200 mg/dosis por persona. 

En algunas otras realizaciones, el inmunomodulador es un inhibidor de PD-1 o un inhibidor de PD-L1, tal como nivolumab, 55 
pembrolizumab, RN888 (anticuerpo anti-PD-1), Atezolizumab (mAb específicos de PD-L1 de Roche), Durvalumab (mAb 
específicos de PD-L1 de Astra Zeneca) y Avelumab (mAb específicos de PD-L1 de Merck). (Okazaki T et al., International 
Immunology (2007); 19,7: 813-824, Sunshine J et al., Curr Opin Pharmacol. 2015 Aug;23:32-8). 
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En otras realizaciones, la presente divulgación proporciona el uso de un inmunomodulador con una vacuna, que incluye 
vacunas anti-cáncer, en el que el inmunomodulador es un inhibidor de la indolamina 2,3-dioxigenasa 1 (también 
denominada "IDO1"). Se descubrió que IDO1 modula la función de las células inmunes a un fenotipo supresor y, por lo 
tanto, se consideró que explica en parte el escape tumoral de la vigilancia inmunitaria del huésped. La enzima degrada 
el aminoácido esencial triptofano en kinurenina y otros metabolitos. Se halló que estos metabolitos y la escasez de 5 
triptofano llevan a la supresión de la función de las células T efectoras y a la diferenciación aumentada de las células T 
reguladoras. Los inhibidores de IDO1 pueden ser moléculas grandes, tales como un anticuerpo, o una molécula pequeña, 
tal como un compuesto químico. 

En algunas realizaciones particulares, la composición de polipéptido o ácido nucleico proporcionada por la presente 
divulgación se usa en combinación con un inhibidor IDO1 derivado de 1,2,5-oxadiazol descrito en el documento 10 
WO2010/005958. Los ejemplos de inhibidores de IDO1 derivados de 1,2,5-oxadiazol específicos incluyen los siguientes 
compuestos: 

4-({2-[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-fiuorofenil)-N’-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida; 

4-({2[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-cloro-4-fluorofenil)-N’-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-carboximidamida; 

4-({2[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-N’-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-15 
carboximidamida; 

4-({2[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N’-hidroxi-N-[3-(trifluorometil)fenil]-1,2,5oxadiazol-3-carboximidamida; 

4-({2[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-cyano-4-fluorofenil)-N’-hidroxi-1,2,5-oxadiazol3-carboximidamida;        

4-({2[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-[(4-bromo-2-furil)metil]-N’-hidroxi-1,2,5 oxadiazol-3-carboximidamida; o 

4-({2[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-[(4-cloro-2-furil)metil]-N’-hidroxi-1,2,5oxadiazol-3- carboximidamida. 20 

Los inhibidores de IDO1 del derivado de 1,2,5-oxadiazol generalmente son administrados por vía oral una o dos veces 
por día y la cantidad eficaz por administración oral generalmente está en el intervalo de 25 mg - 1000 mg por dosis por 
paciente, tal como 25 mg, 50 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg, 600 mg, 700 mg, 800 mg o 1000 mg. En 
una realización particular, la composición de polipéptido o ácido nucleico proporcionada por la presente divulgación se 
usa en combinación con 4-({2-[(aminosulfonil)amino]etil}amino)-N-(3-bromo-4-fiuorofenil)-N'-hidroxi-1,2,5-oxadiazol-3-25 
carboximidamida administrada por vía oral dos veces al día a 25 mg o 50 mg por dosis. Los derivados de 1,2,5-oxadiazol 
pueden ser sintetizados como es descrito en la Patente de Estados Unidos Núm. 8.088.803.  

En algunas otras realizaciones específicas, la composición de polipéptido o ácido nucleico proporcionada por la presente 
divulgación se usa en combinación con un inhibidor IDO1 de derivado de pirrolidina-2,5-diona descrito en el documento 
WO2015/173764. Los ejemplos de inhibidores específicos de derivados de pirrolidina-2,5-diona incluyen los siguientes 30 
compuestos: 

3-(5-fluoro-1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona; 

(3-2H)-3-(5-fluoro-1 H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona;  

(-)-(R)-3-(5-fluoro-1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona;  

3-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona; 35 

(-)-(R)-3-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona; 

3-(5-cloro-1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona; 

(-)-(R)-3-(5-cloro-1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona;  

3-(5-bromo-1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona; 

3-(5,6-difluoro-1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona; y 40 

3-(6-cloro-1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona. 

Los inhibidores de IDO1 derivados de pirrolidina-2,5-diona se administran típicamente por vía oral una o dos veces al 
día y la cantidad eficaz por administración oral generalmente está en el intervalo de 50 mg - 1000 mg por dosis por 
paciente, como 125 mg, 250 mg, 500 mg, 750 mg o 1000 mg. En una realización particular, la composición de polipéptido 
o ácido nucleico proporcionada por la presente divulgación es usada en combinación con 3-(5-fluoro-1H-indol-3-45 
il)pirrolidina-2,5-diona administrada por vía oral una vez por cada día a 125-100 mg por dosis por paciente. Los derivados 
de pirrolidina-2,5-diona pueden ser sintetizados como se describe en la publicación de solicitud de patente de Estados 
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Unidos US2015329525. 

H. Ejemplos 

Los siguientes ejemplos son proporcionados para ilustrar ciertas realizaciones de la invención. 

Ejemplo 1. Construcción de constructos de antígeno único, antígeno dual y antígeno triple 

El ejemplo 1 ilustra la construcción de constructos de antígeno único, constructos de antígeno doble y constructos de 5 
antígeno triple. A menos que se indique lo contrario, la referencia a las posiciones o residuos de aminoácidos de la proteína 
de MUC1, MSLN y TERT se refiere a la secuencia de aminoácidos de la proteína precursora de la isoforma 1 MUC1 
humana tal como se expone en la SEQ ID NÚM.: 1, secuencia de aminoácidos de la proteína precursora de isoforma 2 
de mesotelina humana (MSLN) como se expone en la SEQ ID NÚM.: 2, y la secuencia de aminoácidos de la proteína 
precursora de isoforma 1 de TERT humana como se expone en la SEQ ID NÚM.: 3, respectivamente. 10 

1A. Constructos de antígeno único 

Plásmido 1027 (MUC1). El plásmido 1027 fue generado usando las técnicas de síntesis génica y el intercambio de 
fragmentos de restricción. La secuencia de aminoácidos de MUC1 humana con una región de VNTR de repetición en 
tándem 5X se envió a GeneArt para la optimización y síntesis génica. El gen que codifica el polipéptido se optimizó para 
la expresión, se sintetizó y se clonó. El marco de lectura abierto MUC-1 se escindió del vector GeneArt por digestión con 15 
NheI y BglII y se insertó en el plásmido pPJV7563 digerido de manera similar. La secuencia de nucleótidos del marco de 
lectura abierta (ORF) 5 del plásmido 1027 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 7. La secuencia de aminoácidos codificada 
por el plásmido 1027 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 8. 

Plásmido 1103 (cMSLN). El plásmido 1103 fue construido usando las técnicas de PCR e intercambio de fragmentos de 
restricción. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina se amplificó por PCR 20 
a partir del plásmido 1084 con los cebadores MSLN34 y MSLN598, lo que produce la adición de Los sitios de restricción 
Nhel y BglII en los extremos 5’ y 3’ el amplicón, respectivamente. El amplicón se digirió con Nhel y Bgl II y se insertó en 
el plásmido digerido de forma similar pPJV7563. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 
1103 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 5. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1103 es expuesta en 
la SEQ ID NÚM.: 6. 25 

Plásmido 1112 (TERT240). El plásmido 1112 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación Seamless. En primer 

lugar, el gen que codifica los aminoácidos 241-1132 de TERT se amplificó por PCR a partir del plásmido 1065 con los 
cebadores f pmed TERT 241G y r TERT co# pMed. El amplicón se clonó en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante 
la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido1112 es expuesta en la 
SEQ ID NÚM.: 9. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1112 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 10. 30 

Plásmido 1197 (cMUC1). El plásmido 1197 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación Seamless. En primer 
lugar, el gen que codifica MUC1 aminoácidos 22-225, 946-1255 se amplificó por PCR a partir del plásmido 1027 con los 
cebadores ID1197F y ID1197R. El amplicón se clonó en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación 
Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1197 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 
15. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1197 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 16. 35 

Plásmido 1326 (TERT343). El plásmido 1326 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación Seamless. En 
primer lugar, el gen que codifica TERT aminoácidos 344-1132 se amplificó por PCR a partir del plásmido 1112 con los 
cebadores Tert∆343-F y Tert-R. El amplicón se clonó en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación 
Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido1326 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 
13. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1326 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 14. 40 

Plásmido 1330 (TERT541). El plásmido 1330 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación Seamless. En 
primer lugar, el gen que codifica TERT aminoácidos 542-1132 se amplificó por PCR a partir del plásmido 1112 con los 
cebadores TERT∆541- F y Tert-R. El amplicón se clonó en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación 
Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1330 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 
11. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1330 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 12. 45 

1B. Constructos de antígenos duales 

Plásmido 1158 (cMSLN - PT2A - Muc1). El plásmido 1158 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación 
Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina se amplificó por 
PCR a partir del plásmido 1103 con los cebadores f pmed Nhe cMSLN y r PTV2A Bamh cMSLN. El gen que codifica los 
aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1027 con los cebadores f1 50 
PTV2A Muc, f2 PTV2A, y r pmed Bgl Muc. La PCR produjo la adición de las secuencias de PTV 2 A superpuestas en el 
extremo 3’ de cMSLN y el extremo 5’ de Muc1. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados en los sitios 
Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del 
Plásmido 1158 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 23. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1158 es 
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expuesta en la SEQ ID NÚM.: 24. 

Plásmido 1159 (Muc1 - PT2A - cMSLN). El plásmido 1159 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación 
Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina fue amplificado por 
PCR a partir del plásmido 1103 con los cebadores f1 PTV2A cMSLN, f2 PTV2A, y r pmed Bgl cMSLN. El gen que codifica 
los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1027 con los cebadores f 5 
pmed Nhe Muc y r PTV2A Bamh Muc. La PCR produjo la adición de las secuencias de PTV 2 A superpuestas en el 
extremo 5’ de cMSLN y el extremo 3’ de Muc1. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados en los sitios 
Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del 
Plásmido 1159 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 21. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1159 es 
expuesta en la SEQ ID NÚM.: 22. 10 

Plásmido 1269 (Muc1 - Ter240). El plásmido 1269 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación Seamless. En 
primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 241-1132 de la telomerasa humana fue amplificado por PCR a partir 
del plásmido 1112 con los cebadores f tg link Ter240 y r pmed Bgl Ter240. El gen que codifica los aminoácidos 2-225, 
946-1255 de Mucina-1 fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1027 con los cebadores f pmed Nhe Muc y r link 
muc. La PCR produjo la adición de un ligador de GGSGG superpuesto en el extremo 5’ de Tert y el extremo 3’ de Muc1. 15 
Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación 
Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1269 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 
25. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1269 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 26. 

Plásmido 1270 (Muc1 - ERB2A - Ter240). El plásmido 1270 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación 
Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 241-1132 de la telomerasa humana fue amplificado por 20 
PCR a partir del plásmido 1112 con los cebadores f2 ERBV2A, f1 ERBV2A Ter240, y r pmed Bgl Ter240. El gen que 
codifica los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 humana fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1027 con 
los cebadores f pmed Nhe Muc y r ERB2A Bamh Muc. La PCR produjo la adición de la secuencia de ERBV 2A 
superpuesta en el extremo 5’ de Tert y el extremo 3’ de Muc1. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados 
en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura 25 
abierto del Plásmido 1270 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 27. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 
1270 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 28. 

Plásmido 1271 (Ter240 - ERB2A - Muc1). El plásmido 1271 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación 
Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 241-1132 de la telomerasa humana fue amplificado por 
PCR a partir del plásmido 1112 con los cebadores f pmed Nhe Ter240 y r ERB2A Bamh Ter240. El gen que codifica los 30 
aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1027 con los cebadores f2 
ERBV2A, f1 ERBV2A Muc, y r pmed Bgl Muc. La PCR produjo la adición de las secuencias de ERBV 2A superpuestas 
en el extremo 3’ de Tert y el extremo 5’ de Muc1. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados en los sitios 
Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del 
Plásmido 1271 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 29. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1271 es 35 
expuesta en la SEQ ID NÚM.: 30. 

Plásmido 1272 (Ter240 - T2A - cMSLN). El plásmido 1272 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación 
Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 241-1132 de la telomerasa humana fue amplificado por 
PCR a partir del plásmido 1112 con los cebadores f pmed Nhe Ter240 y r T2A Tert240. El gen que codifica los 
aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1103 con los cebadores 40 
f2 T2A, f1 T2A cMSLN, y r pmed Bgl cMSLN. La PCR produjo la adición de las secuencias de TAV 2A superpuestas en 
el extremo 3’ de Tert y el extremo 5’ de cMSLN. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados en los sitios 
Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del 
Plásmido 1272 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 35. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1272 es 
expuesta en la SEQ ID NÚM.: 36. 45 

Plásmido 1273 (Tert240 - cMSLN). El plásmido 1273 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación Seamless. 

En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 241-1132 de la telomerasa humana fue amplificado por PCR a partir 
del plásmido 1112 con los cebadores f pmed Nhe Ter240 y r link Tert240. El gen que codifica los aminoácidos 37-597 
del precursor de mesotelina fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1103 con los cebadores f tert ink cMSLN y r 
pmed Bgl cMSLN. La PCR produjo la adición de un ligador de GGSGG superpuesto en el extremo 3’ de Tert y el extremo 50 
5’ de cMSLN. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante 
la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1273 es expuesta en la 
SEQ ID NÚM.: 37. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1273 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 38. 

Plásmido 1274 (cMSLN - T2A - Tert240). El plásmido 1274 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación 

Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 241-1132 de la telomerasa humana fue amplificado por 55 
PCR a partir del plásmido 1112 con los cebadores f2 T2A, f1 T2A Tert240 y r pmed Bgl Ter240. El gen que codifica los 
aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1103 con los cebadores 
f pmed Nhe cMSLN y r T2A Bamh cMSLN. La PCR produjo la adición de las secuencias de TAV 2A superpuestas en el 
extremo 5’ de Tert y el extremo 3’ de cMSLN. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados en los sitios Nhe 
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I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del 
Plásmido 1274 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 39. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1274 es 
expuesta en la SEQ ID NÚM.: 40. 

Plásmido 1275 (cMSLN - Tert240). El plásmido 1275 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación Seamless. 
En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 241-1132 de telomerasa humana fue amplificado por PCR a partir 5 
del plásmido 1112 con los cebadores f tg link Ter240 y r pmed Bgl Ter240. El gen que codifica los aminoácidos 37-597 
del precursor de mesotelina fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1103 con los cebadores f pmed Nhe cMSLN 
y r link cMSLN. La PCR produjo la adición de un ligador de GGSGG superpuesto en el extremo 5’ de Tert y el extremo 
3’ de cMSLN. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante 
la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1275 es expuesta en la 10 
SEQ ID NÚM.: 41. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1275 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 42. 
Plásmido 1286 (cMuc1 - ERB2A - Tert240). El plásmido 1286 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación 
Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 241-1132 de la telomerasa humana fue amplificado por 
PCR a partir del plásmido 1112 con los cebadores f2 ERBV2A, f1 ERBV2A Ter240, y r pmed Bgl Ter240. El gen que 
codifica human Mucin- 1 aminoácidos 22-225, 946-1255 fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1197 con los 15 
cebadores f pmed Nhe cytMuc y r ERB2A Bamh Muc. La PCR produjo la adición de las secuencias de ERBV 2A 
superpuestas en el extremo 5’ de Tert y el extremo 3’ de Muc1. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados 
en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura 
abierto del Plásmido 1286 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 31. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 
1286 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 32. 20 

Plásmido 1287 (Tert240 - ERB2A - cMuc1). El plásmido 1287 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación 

Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 241-1132 de la telomerasa humana fue amplificado por 
PCR a partir del plásmido 1112 con los cebadores f pmed Nhe Ter240 y r ERB2A Bamh Ter240. El gen que codifica 
Mucina-1 humana aminoacids 22-225, 946-1255 fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1197 con los cebadores 
f2 ERBV2A, f1 ERBV2A cMuc, y r pmed Bgl Muc. La PCR produjo la adición de las secuencias de ERBV 2A superpuestas 25 
en el extremo 3’ de Tert y el extremo 5’ de Muc1. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados en los sitios 
Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del 
Plásmido 1287 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 33. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1287 es 
expuesta en la SEQ ID NÚM.: 34. 

Plásmido 1313 (Muc1 - EMC2A - cMSLN). El plásmido 1313 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación 30 

Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina fue amplificado por 
PCR a partir del plásmido 1103 con los cebadores EMCV_cMSLN_F - 33, EMCV2A_F - 34 y pMED_cMSLN_R - 37. El 
gen que codifica los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1027 con 
los cebadores pMED_MUC1_F - 31, EMCV2A_R - 36, y EMCV_Muc1_R - 35. La PCR produjo la adición de overlapping 
EMCV 2A sequences en el extremo 5’ de cMSLN y el extremo 3’ de Muc1. Los amplicones fueron mezclados en conjunto 35 
y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del 
marco de lectura abierto del Plásmido 1313 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 19. La secuencia de aminoácidos codificada 
por el Plásmido 1313 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 20. 

Plásmido 1316 (cMSLN - EMC2A - Muc1). El plásmido 1316 fue construido usando las técnicas de PCR y clonación 
Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina fue amplificado por 40 
PCR a partir del plásmido 1103 con los cebadores f pmed Nhe cMSLN y r EM2A Bamh cMSLN. El gen que codifica los 
aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1027 con los cebadores f1 
EM2A Muc, f2 EMCV2A, y r pmed Bgl Muc. La PCR produjo la adición de las secuencias de EMCV 2A superpuestas en 
el extremo 3’ de cMSLN y el extremo 5’ de Muc1. Los amplicones fueron mezclados en conjunto y clonados en los sitios 
Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del 45 
Plásmido 1316 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 17. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1316 es 
expuesta en la SEQ ID NÚM.: 18. 

1C. Constructos de antígeno triple 

Plásmido 1317 (Muc1 - EMC2A - cMSLN - T2A - Tert240). El plásmido 1317 fue construido usando las técnicas de PCR 
y clonación Seamless. En primer lugar, los genes que codifica los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1, un péptido 50 
de EMCV 2A, y la mitad amino terminal del precursor de mesotelina fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 
1313 con los cebadores f pmed Nhe Muc y r MSLN 1051 - 1033. Los genes que codifican la mitad de carboxi terminal 
del precursor de mesotelina, un péptido de TAV 2A, y los aminoácidos 241-1132 de telomerasa humana fueron 
amplificados por PCR a partir del plásmido 1274 con los cebadores f MSLN 1028 -1051 y r pmed Bgl Ter240. Los 
amplicones superpuestos parcialmente se digirieron con Dpn I, fueron mezclados en conjunto, y clonados en los sitios 55 
Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del 
Plásmido 1317 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 43. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1317 es 
expuesta en la SEQ ID NÚM.: 44. 

Plásmido 1318 (Muc1 - ERB2A - Tert240 - T2A - cMSLN). El plásmido 1318 fue construido usando las técnicas de PCR 
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y clonación Seamless. En primer lugar, los genes que codifican los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1, un 
péptido de ERBV 2A, y la mitad de amino terminal de telomerasa humana fueron amplificados por PCR a partir del 
plásmido 1270 con los cebadores f pmed Nhe Muc y r tert 1602 -1579. Los genes que codifica la mitad carboxi terminal 
de telomerasa, un péptido de TAV 2A, y los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina humana fueron amplificados 
por PCR a partir del plásmido 1272 con los cebadores f tert 1584-1607 y r pmed Bgl cMSLN. Los amplicones 5 
superpuestos parcialmente se digirieron con Dpn I, fueron mezclados en conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II 
de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 
1318 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 45. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1318 es expuesta 
en la SEQ ID NÚM.: 46. 

Plásmido 1319 (cMSLN - EMC2A - Muc1 - ERB2A - Tert240). El plásmido 1319 fue construido usando las técnicas de 10 
PCR y clonación Seamless. En primer lugar, los genes que codifican los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina 
humana, un péptido de EMCV 2A, y la mitad amino terminal de Mucina-1 humana fueron amplificados por PCR a partir 
del plásmido 1316 con los cebadores f pmed Nhe cMSLN y r muc 986 - 963. Los genes que codifican la mitad carboxi 
terminal de Mucina-1, un péptido de ERBV 2A, y los aminoácidos 241-1132 de telomerasa humana fueron amplificados 
por PCR a partir del plásmido 1270 con los cebadores f Muc 960 - 983 y r pmed Bgl Ter240. Los amplicones superpuestos 15 
parcialmente se digirieron con Dpn I, fueron mezclados en conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 
mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1319 es 
expuesta en la SEQ ID NÚM.: 47. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1319 es expuesta en la SEQ 
ID NÚM.: 48. 

Plásmido 1320 (cMSLN - T2A - Tert240 - ERB2A - Muc1). El plásmido 1320 fue construido usando las técnicas de PCR 20 
y clonación Seamless. En primer lugar, los genes que codifica los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina 
humana, un péptido de TAV 2A, y la mitad amino terminal de telomerasa humana fueron amplificados por PCR a partir 
del plásmido 1274 con los cebadores f pmed Nhe cMSLN y r tert 1602 -1579. Los genes que codifican la mitad carboxi 
terminal de telomerasa, un péptido de ERBV 2A, y los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 fueron amplificados 
por PCR a partir del plásmido 1271 con los cebadores f tert 1584 -1607 y r pmed Bgl Muc. Los amplicones superpuestos 25 
parcialmente se digirieron con Dpn I, fueron mezclados en conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 
mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1320 es 
expuesta en la SEQ ID NÚM.: 49. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1320 es expuesta en la SEQ 
ID NÚM.: 50. 

Plásmido 1321 (Tert240 - T2A - cMSLN - EMC2A - Muc1). El plásmido 1321 fue construido usando las técnicas de PCR 30 

y clonación Seamless. En primer lugar, el gen que codifica la mitad amino terminal de telomerasa humana fue amplificado 
por PCR a partir del plásmido 1112 con los cebadores f pmed Nhe Ter240 y r tert 1602 -1579. Los genes que codifican 
la mitad carboxi terminal de telomerasa, un péptido de TAV 2A, y la mitad amino terminal del precursor humano de 
mesotelina fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1272 con los cebadores f tert 1584 -1607 y r MSLN 1051 
- 1033. Los genes que codifican la mitad carboxi terminal del precursor humano de mesotelina, un péptido de EMCV 2A, 35 
y los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1316 con los 
cebadores f MSLN 1028 -1051 y r pmed Bgl Muc. Los tres amplicones parcialmente superpuestos fueron mezclados en 
conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos 
del marco de lectura abierto del Plásmido 1321 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 51. La secuencia de aminoácidos 
codificada por el Plásmido 1321 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 52. 40 

Plásmido 1322 (Tert240 - ERB2A - Muc1 - EMC2A - cMSLN). El plásmido 1322 fue construido usando las técnicas de 
PCR y clonación Seamless. En primer lugar, los genes que codifica los aminoácidos 241-1132 de telomerasa humana, 
un péptido de ERBV 2A, y la mitad amino terminal de Mucina-1 humana fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 
1271 con los cebadores f pmed Nhe Ter240 y r muc 986 - 963. Los genes que codifican la mitad carboxi terminal de 
Mucin-1, un péptido de EMCV 2A, y los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina humana fueron amplificados 45 
por PCR a partir del plásmido 1313 con los cebadores f Muc 960 - 983 y r pmed Bgl cMSLN. Los amplicones superpuestos 
parcialmente se digirieron con Dpn I, fueron mezclados en conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 
mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1322 es 
expuesta en la SEQ ID NÚM.: 53. La secuencia de aminoácidos codificada por el Plásmido 1322 es expuesta en la SEQ 
ID NÚM.: 54. 50 

Plásmido 1351 (Muc1 - EMC2A - cMSLN - T2A - Tert541). El plásmido 1351 fue construido usando las técnicas de PCR 
y clonación Seamless. En primer lugar, los genes que codifica los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1, un péptido 
EMCV 2A, y el precursor de mesotelina humana fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1313 con los 
cebadores f pmed Nhe Muc y r T2A Bamh cMSLN. Los genes que codifican un péptido de TAV 2A y telomerasa humana 
aminoácidos 541-1132 fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1330 con los cebadores f1 T2A Tert d541, f2 55 
T2A, y r pmed Bgl Ter240. Los amplicones superpuestos parcialmente se digirieron con Dpn I, fueron mezclados en 
conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de nucleótidos 
del marco de lectura abierto del Plásmido 1351 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 55. La secuencia de aminoácidos 
codificada por el Plásmido 1351 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 56. 

Plásmido 1352 (cMSLN - EMC2A - Muc1 - ERB2A - Tert541). El plásmido 1352 fue construido usando las técnicas de 60 
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PCR y clonación Seamless. En primer lugar, los genes que codifica los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina 
humana, un péptido de EMCV 2A, y Mucina-1 humana fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1316 con los 
cebadores f pmed Nhe cMSLN y r ERB2A Bamh Muc. Los genes que codifican un péptido de ERBV 2A y telomerasa 
humana aminoácidos 541-1132 fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1330 con los cebadores f1 ERBV2A 
Tert d541, f2 ERBV2A, y r pmed Bgl Ter240. Los amplicones superpuestos parcialmente se digirieron con Dpn I, fueron 5 
mezclados en conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia 
de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1352 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 57. La secuencia de 
aminoácidos codificada por el Plásmido 1352 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 58. 

Plásmido 1353 (cMSLN - T2A - Tert541 - ERB2A - Muc1). El plásmido 1353 fue construido usando las técnicas de PCR 

y clonación Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina humana 10 
fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1103 con los cebadores f pmed Nhe cMSLN, r2 T2A, y r T2A Bamh cMSLN. 
Los genes que codifican un péptido de TAV 2A, telomerasa humana aminoácidos 541-1132, un péptido de ERBV 2A, y 
los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1271 con los cebadores 
f1 T2A Tert d541 y r pmed Bgl Muc. Los amplicones parcialmente superpuestos se digirieron con Dpn I, fueron mezclados 
en conjunto y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de 15 
nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1353 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 59. La secuencia de 
aminoácidos codificada por el Plásmido 1353 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 60. 

Plásmido 1354 (Muc1 - EMC2A - cMSLN - T2A -Tert342). El plásmido 1354 fue construido usando las técnicas de PCR 
y clonación Seamless. En primer lugar, los genes que codifica los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1, un péptido 
de EMCV 2A, y el precursor de mesotelina humana fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1313 con los 20 
cebadores f pmed Nhe Muc y r T2A Bamh cMSLN. Los genes que codifican un péptido de TAV 2A y aminoácidos 342-
1132 de telomerasa humana fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1326 con los cebadores f1 T2A Tert 
d342, f2 T2A, y r pmed Bgl Ter240. Los amplicones superpuestos parcialmente se digirieron con Dpn I, fueron mezclados 
en conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia de 
nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1354 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 61. La secuencia de 25 
aminoácidos codificada por el Plásmido 1354 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 62. 

Plásmido 1355 (cMSLN - EMC2A - Muc1 - ERB2A -Tert342). El plásmido 1355 fue construido usando las técnicas de 
PCR y clonación Seamless. En primer lugar, los genes que codifica los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina 
humana, un péptido de EMCV 2A, y Mucina-1 humana fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1316 con los 
cebadores f pmed Nhe cMSLN y r ERB2A Bamh Muc. Los genes que codifican un péptido de ERBV 2A, y aminoácidos 30 
342-1132 de telomerasa humana fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1326 con los cebadores f1 ERBV2A 
Ter d342, f2 ERBV2A, y r pmed Bgl Ter240. Los amplicones superpuestos parcialmente se digirieron con Dpn I, fueron 
mezclados en conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia 
de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1355 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 63. La secuencia de 
aminoácidos codificada por el Plásmido 1355 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 64. 35 

Plásmido 1356 (cMSLN - T2A - Tert342 - ERB2A - Muc1). El plásmido 1356 fue construido usando las técnicas de PCR 
y clonación Seamless. En primer lugar, el gen que codifica los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina humana 
fue amplificado por PCR a partir del plásmido 1103 con los cebadores f pmed Nhe cMSLN, r2 T2A, y r T2A Bamh cMSLN. 
Los genes que codifican un péptido de TAV 2A, aminoácidos 342-1132 de telomerasa humana, un péptido de ERBV 2A, 
y los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 fueron amplificados por PCR a partir del plásmido 1271 con los 40 
cebadores f1 T2A Tert d342 y r pmed Bgl Muc. Los amplicones parcialmente superpuestos se digirieron con Dpn I, fueron 
mezclados en conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. El clon 
resultante #3 contenía una mutación de base única no deseada. Para corregir la mutación, la PCR contenía una mutación 
no desead de base única. Para corregir la mutación, se repitieron PCR y clonación Seamless usando el clon #3 como 
molde. Los genes que codifican los aminoácidos 37-597 del precursor de mesotelina humana, un péptido de TAV 2A, y 45 
la mitad amino terminal de telomerasa humana fueron amplificados por PCR a partir del clon #3 con los cebadores f 
pmed Nhe cMSLN y r tert 1602 -1579. Los genes que codifican la mita carboxi terminal de telomerasa, un péptido de 
ERBV 2A, y los aminoácidos 2-225, 946-1255 de Mucina-1 fueron amplificados por PCR a partir de´l clon #3 con los 
cebadores f tert 1584 -1607 y r pmed Bgl Muc. Los amplicones superpuestos parcialmente se digirieron con Dpn I, fueron 
mezclados en conjunto, y clonados en los sitios Nhe I/Bgl II de pPJV7563 mediante la clonación Seamless. La secuencia 50 
de nucleótidos del marco de lectura abierto del Plásmido 1356 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 65. La secuencia de 
aminoácidos codificada por el Plásmido 1356 es expuesta en la SEQ ID NÚM.: 66. 

1D. Construcción del vector 

Los vectores para expresar constructos de antígeno único o múltiple fueron construidos a partir de secuencias genómicas 
de Ad68 de adenovirus de chimpancé. Tres versiones del esqueleto de AdC68 sin transgenes (denominadas "vectores 55 
vacíos") se diseñaron in silico. Los vectores diferían solo en la extensión de las supresiones E1 y E3 que se manipularon 
en los virus para hacerlos incompetentes para la replicación y crear espacio para la inserción del transgén. Los vectores 
AdC68W y AdC68X fueron descritos en la solicitud de patente internacional WO2015/063647A1. El vector AdC68Y, que 
porta las supresiones de las bases 456-3256 y 27476-31831, se manipuló genéticamente para tener mejores 
propiedades de crecimiento sobre AdC68X y una mayor capacidad de transporte de transgén que AdC68W. Los tres 60 
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vectores vacíos se sintetizaron bioquímicamente en un proceso de múltiples etapas usando síntesis de oligo in vitro y 
posterior ensamblaje intermedio mediado por recombinación en Escherichia coli (E. coli) y levadura. Los marcos de 
lectura abiertos que codifican los diversos polipéptidos de TAA inmunogénicos fueron amplificados por PCR a partir de 
los plásmidos descritos en los Ejemplos. Después, los marcos de lectura abiertos se insertaron en los bácmidos de 
vectores vacíos. Los genomas virales recombinantes se liberaron de los bácmidos por digestión con PacI y los ácidos 5 
nucleicos linealizados se transfectaron en una línea celular HEK293 adherente complementaria E1. Tras los efectos 
citopáticos visibles y la formación de focos de adenovirus, los cultivos se recolectaron mediante múltiples rondas de 
congelación/descongelación para liberar el virus de las células. Los virus fueron amplificados y purificaron por técnicas 
estándares. 

Ejemplo 2. Inmunogenicidad de constructos de antígeno únicos de muc1 inmunogénica 10 

Estudio en ratones HLA-A2/DR1 

Diseño del estudio. Doce ratones HLA-A2/DR1 de género mixto fueron estimulados el día 0 y recibieron un refuerzo el 
día 14 con el constructo de ADN del Plásmido 1027 (que codifica el polipéptidos de MUC1 inmunogénico unido a la 
membrana de la SEQ ID NÚM.: 8) o el Plásmido 1197 (que codifica el polipéptido de MUC1 inmunogénico citosólico de 
la SEQ ID NÚM.: 16) usando el procedimiento PMED. El día 21, se sacrificaron los ratones y se evaluaron los 15 
esplenocitos para determinar la inmunogenicidad celular específica de MUC1 en un ensayo ELISpot de interferón gamma 
(IFN-y) y tinción de citoquinas intracelulares (ICS). 

Administración epidérmica mediada por partículas (PMED). MED es un procedimiento sin aguja para administrar vacunas 
de ácido nucleico a un animal o ser humano. El sistema PMED implica la precipitación de ADN sobre partículas de oro 
microscópicas que después son impulsadas por gas helio hacia la epidermis. El ND10, un dispositivo de uso único, usa 20 
helio presurizado de un cilindro interno para administrar las partículas de oro y el X15, un dispositivo de administración 
repetidor, usa un tanque de helio externo que está conectado al X15 a través de una manguera de alta presión para 
administrar las partículas de oro. Ambos dispositivos se usaron en estudios para administrar los plásmidos de ADN MUC1. 

La partícula de oro tenía usualmente 1-3 m de diámetro y las partículas se formularon para contener 2 g de plásmidos 
de ADN de antígeno por 1 mg de partículas de oro Sharpe, M. et al.: P. Protection of mice from H5N 1 influenza challenge 25 
by prophylactic DNA vaccination using particle mediated epidermal delivery. Vaccine, 2007, 25(34): 6392-98: Roberts LK, 
et al.: Clinical safety and efficacy of a powdered Hepatitis B nucleic acid vaccine delivered to the epidermis by a commercial 

prototype device. Vaccine, 2005; 23(40):4867-78). 

Ensayo de IFN-γ ELISpot. Los esplenocitos de animales individuales fueron coincubados por triplicado con péptidos 
individuales específicos de Ag (cada péptido a 2-10 µg/ml, 2,5-5e5 células por pocillo) o mezclas de péptidos específicos 30 
de Ag 15mer (superpuestos en 11 aminoácidos, que abarcan lasecuencia completa de aminoácidos específicos de Ag; 
cada péptido a 2-5 μg/ml, 1,25-5e5 células por pocillo) en placas ELISPOT de IFN-γ (véase también la Tabla de mezclas 
de péptidos (Tabla 18) y las Tablas 15-17). Las placas fueron incubadas durante ~16 horas a 37 °C, CO2 5%, después 
fueron lavadas y desarrolladas, según las instrucciones del fabricante. El número de células formadoras de manchas IFN-
y (SFC) fue contado con un lector CTL. Se calculó el promedio de los triplicados y se resta la respuesta de los pocillos de 35 
control negativo, que no contenían péptidos. Los recuentos de SFC después se normalizaron para describir la respuesta 
por 1 e6 esplenocitos. Las respuestas específicas de antígeno en las tablas representan la suma de las respuestas a los 
péptidos o mezclas de péptidos específicos de Ag. 

Ensayo ICS. Los esplenocitos de animales individuales fueron coincubados con péptidos específicos de Ag restringidos 

con H-2b, HLA-A2 o HLA-A24 (cada péptido a 5-10 μg/ml, 1-2e6 esplenocitos por pocillo) o mezclas de péptidos 40 
específicos de Ag de 15 mer (superpuestos en 11 aminoácidos, que abarcan la secuencia de aminoácidos específicos 
de Ag; cada péptido a 2-5 μg/ml, 1-2e6 esplenocitos por pocillo) en placas de cultivo de tejidos de placa de 96 pocillos 
con fondo en U (véase tanmbién Tabla de mezclas de péptidos (Tabla 18) y Tablas 15-17). Las placas fueron incubadas 
-16 horas a 37 °C, CO2 5%. Después, las células fueron teñidas para detectar la expresión intracelular de IFN-y de las 
células T CD8 + y fueron fijadas. Las células fueron adquiridas en un citómetro de flujo. Los datos se presentaron por 45 
animal como frecuencia de péptidos Ag o mezclas de péptidos de células T IFN-y + CD8 + específicas de Ag después 
de la sustracción de las respuestas obtenidas en los pocillos de control negativo, que no contenían péptido. 

Ensayo ELISA sándwich. El ensayo ELISA sándwich estándar fue realizado usando los instrumentos de automatización 

Tecan Evo, Biomek FxP y BioTek 405 Select TS. Las microplacas de 384 pocillos (pocillo plano, alta unión) se revistieron 
con 25 µl/pocillo con MUC1 humano 1,0 µg/ml o proteína MSLN humana (antígeno) en 1X PBS, e incubadas durante la 50 
noche a 4 ºC. A la mañana siguiente, las placas fueron bloqueadas durante una hora a TA con FBS 5% en PBS con 
Tween 20 0,05% (PBS-T). Se preparó suero de ratón a una dilución inicial de 1/100 en PBS-T en placas de 96 pocillos 
con fondo en U. El Tecan Evo realizó diluciones seriadas semilog en PBS-T en 9 puntos de incremento de dilución, 
seguido del sellado de 25 µl/pocillo de suero diluido de las placas de 96 pocillos a las placas de 384 pocillos. Las placas 
de 384 pocillos se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en un agitador a 600 rpm, después, usando el 55 
lavador de placas BioTek EL 405 Select TS, las placas se lavaron 4 veces en PBS-T. El anticuerpo secundario anti-IgG-
HRP de ratón se diluyó a una dilución adecuada y se selló con Biomek FxP a 25 µl/pocillo en placas de 384 pocillos, y 
se incubó durante 1 hora a TA en un agitador a 600 RPM, seguido de 5 lavados repetidos. Usando el Biomek FxP, las 
placas fueron selladas a 25 µl/pocillo de sustrato RT TMB e incubadas en la oscuridad a TA durante 30 minutos, seguido 
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de un sellado de 25 µl/pocillo de ácido H2SO4 1 N para detener la reacción enzimática. Las placas fueron leídas en 
Molecular Devices, Spectramax 340PC/384 Plus a una longitud de onda de 450 nm. Los datos se informaron como 
títulos calculados a una DO de 1,0 con un límite de detección de 99,0. El anticuerpo monoclonal comercial específico de 
antígeno se usó en cada placa como control positivo para rastrear el rendimiento de variación de placa a placa; fue 
usado suero de ratón vacunado irrelevante como control negativo, y solo fueron usados pocillos de PBS-T para controlar 5 
el fondo de unión no específico. Los títulos en las tablas representan títulos de IgG específicos de antígeno obtenidos 
de animales individuales. 

Resultados. La Tabla 1 muestra los datos ELISpot e ICS de esplenocitos HLA-A2/DR1 cultivados con mezclas de 
péptidos derivados de la biblioteca de péptidos MUC1 (véase también las tablas 15 y 18) o el péptido MUC1 aa516-530, 
respectivamente. Los números en la columna 3 representan manchas #IFN-y/106 esplenocitos después de la 10 
reestimulación con mezclas de péptidos MUC1 y sustracción del fondo. Los números en la columna 4 representan la 
frecuencia de las células T CD8 + que son IFN-γ + después de la reestimulación con el péptido MUC1 aa516-530 y la 
sustracción del fondo. Una respuesta positiva es definida como SFC > 100 y una frecuencia de células T IFN-y + CD8 + 
> 0,05%. Como se muestra en la Tabla 1, los polipéptidos de MUC1 inmunogénicos obtenidos con los constructos de 
MUC1 unidos a la membrana (Plásmido 1027) y citosólicos (Plásmido 1197) de longitud completa descritos en el Ejemplo 15 
1A anterior son capaces de inducir respuestas de células T específicas de MUC1 que incluyen las respuestas de células 
T CD8+ específicas del péptido MUC1 restringido HLA-A2 aa516-530. El formato del antígeno citosólico MUC1 indujo la 
mayor magnitud de respuestas de células T. Es importante destacar que las respuestas de células T derivadas de 
pacientes con cáncer contra el péptido MUC1 aa516-530 se correlacionan con la eficacia antitumoral in vitro (Jochems 
C et al., Cancer Immunol Immunother (2014) 63: 161-174) lo que demuestra la importancia de aumentar las respuestas 20 
celulares contra este epitopo específico. 

Tabla 1. Respuesta de células T inducida por los constructos de ADN de MUC1 de antígeno único (Plásmido 1027 y 
Plásmido 1197) en ratones HLA-A2/DR1 

Constructo ID Animal # # Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

% Células T CD8+ 
que son IFN-γ+ 

 

 

 

Plásmido 1027 

31 494 2,25 

32 277 1,44 

33 475 0,10 

34 1096 0,84 

35 282 1,45 

36 649 1,36 

 

 

 

 

Plásmido 1197 

43 569 4,69 

44 1131 2,15 

45 122 2,81 

46 373 1,73 

47 503 1,80 

48 2114 5,52 

Estudio en ratones HLA-A24 

 

Diseño del estudio. Los ratones HLA-A24 de género mixto fueron estimulados en el día 0 y reforzados en los días 14, 25 

28 y 42 con el constructo de DNA del Plásmido 1027 mediante la administración de PMED. En el día 21, los ratones 
fueron sacrificados y los esplenocitos evaluados para la inmunogenicidad celular específica de MUC1 (ELISpot). 

Resultados. La Tabla 2 muestra los datos de ELISpot de esplenocitos HLA-A24 cultivados con mezclas de péptidos 
derivadas de la biblioteca de péptidos de MUC1 (véase también la Tabla de mezclas de péptidos (Tabla 18) y Tabla 15). 
Los números de la columna 3 representan #manchas IFN-γ/106 esplenocitos después de la reestimulación con mezclas 30 
de péptidos MUC1 y sustracción del fondo. El número en negrita indica que al menos 1 mezcla de péptidos analizada 
fue demasiado numeroso para contar, en consecuencia la cifra verdadera es al menos el valor declarado. Una respuesta 
positiva es definida como SFC >100. Como se muestra en la Tabla 2, el constructo de MUC1 unido a la membrana es 

ES 2 811 523 T3

 



 

31  

capaz de inducir respuestas celulares específicas de MUC1. 

Tabla 2. Respuesta de células T inducida por el constructo de ADN de antígeno único Plásmido 1027 que codifica 
antígeno MUC1 unido a la membrana de longitud completa nativo humano ratones HLA-A24 

Constructo ID Animal # # Manchas IFN-γ/106 esplenocitos 

 

 

 

 

Plásmido 1027 

8 3341 

9 3181 

10 6207 

11 3112 

12 3346 

13 3699 

 

Estudio en monos 5 

Diseño del estudio. Fueron estimulados 14 monos cynomolgus chinos con un vector de adenovirus AdC68W que codifica 
el antígeno MUC1 citosólico (plásmido 1197) o unido a la membrana de longitud completa (plásmido 1027) en 2e11 
partículas virales mediante inyección intramuscular bilateral (1 ml en total). 29 días después, los animales fueron 
estimulados con ADN que codifica el antígeno MUC1 citosólico o unido a la membrana de longitud completa, 
administrado por vía intramuscular bilateral mediante electroporación (2 ml en total). Se administró anti-CTLA-4 por vía 10 
subcutánea los días 1 (32 mg) y 29 (50 mg). 14 días después de la última inmunización, fueron tomadas muestras de 
sangre de los animales y se aislaron PBMC y sueros para evaluar las respuestas celulares específicas de MUC1 
(ELISpot, ICS) y humorales (ELISA), respectivamente. 

Inmunoensayos específicos de NHP 

Ensayo ELISpot. Las PBMC de animales individuales fueron coincubadas por duplicado con mezclas de péptidos 15 
específicos de Ag de 15mer (superpuestos en 11 aminoácidos, que abarca la secuencia de aminoácidos específica de 
Ag completa), cada péptido a 2 µg/ml, 4e5 células por pocillo, en placas ELISPOT IFN -y (véase también Tabla de 
mezclas de péptidos (Tabla 18) y Tablas 15-17). Las placas fueron incubadas durante ~ 16 horas a 37 °C, CO2 5%, 
después fueron lavadas y desarrolladas, según las instrucciones del fabricante. El número de células formadoras de 
manchas IFN-y (SFC) fue contado con un lector CTL. Se calculó el promedio de los duplicados y se sustrae la respuesta 20 
de los pocillos de control negativo, que no contenían péptidos. Los recuentos de SFC después se normalizaron para 
describir la respuesta por 1 e6 PBMC. Las respuestas específicas de antígeno en las tablas representan la suma de las 
respuestas a los grupos de péptidos específicos de Ag. 

Ensayo ICS. Las PBMC de animales individuales fueron coincubadas con mezclas de péptidos MUC1 15mer 
(superpuestos en 11 aminoácidos, que abarcan la secuencia de aminoácidos MUC1 de longitud completa nativa entera; 25 

véase la Tabla 15), cada péptido a 2 g/ml, 1,5-2e6 PBMCs por pocillo en placas de cultivo de tejidos con placa en U de 
96 pocillos. Las placas fueron incubadas durante ~ 16 horas a 37 °C, CO2 5%, y después se tiñeron para detectar la 
expresión intracelular de IFN-y de las células T CD8. Después de la fijación, las células se adquirieron en un citómetro 
de flujo. Los resultados se presentan por animal individual como número de células T CD8+ MUC1, MSLN o IFN-y + 
específicas de TERT después de la sustracción de las respuestas obtenidas en los pocillos de control negativo, que no 30 
contenían péptido, y se normalizaron a 1e6 células T CD8 +. 

Ensayo ELISA sándwich. El ensayo ELISA sándwich estándar fue realizado usando los instrumentos de automatización 
Tecan Evo, Biomek FxP y BioTek 405 Select TS. Las microplacas de 384 pocillos (pocillo plano, alta unión) se revistieron 
a 25 µl/pocillo con MUC1 humano 1,0 µg/ml o proteína de MSLN humana (antígeno) en 1X PBS, e incubadas durante la 
noche a 4 ºC. A la mañana siguiente, las placas fueron bloqueadas durante una hora a TA con PBS 5% con Tween 20 35 
0,05% (PBS-T). Se prepararon sueros de monos cynomolgus chinos a una dilución inicial de 1/100 en PBS-T en placas 
de 96 pocillos con fondo en U. El Tecan Evo realizó diluciones seriadas semilog en PBS-T en 9 puntos de incremento de 
dilución, seguido de sellado de 25 µl/pocillo de suero diluido de las placas de 96 pocillos a las placas de 384 pocillos. Las 
placas de 384 pocillos se incubaron durante 1 hora a TA en un agitador a 600 rpm, después, usando el lavador de placas 
BioTek EL 405 Select TS, las placas se lavaron 4 veces en PBS-T. El anticuerpo secundario anti-IgG-HRP de rhesus, que 40 
reacciona de forma cruzada con IgG de cynomolgus, se diluyó a una dilución adecuada y se selló con Biomek FxP a 25 
µl/pocillo en placas de 384 pocillos, y se incubó durante 1 hora a TA en un agitador a 600 RPM, seguido de 5 lavados 
repetidos. Usando el Biomek FxP, las placas fueron selladas con 25 µl/pocillo de sustrato RT TMB e incubadas en la 
oscuridad a TA durante 30 minutos, seguido de un sellado de 25 µl/pocillo de ácido H2SO4 1N para detener la reacción 
enzimática. Las placas fueron leídas en los Molecular Devices, Spectramax 340PC/384 Plus a una longitud de onda de 45 
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450 nm. Los datos se informaron como títulos calculados a una DO de 1,0 con un límite de detección de 99,0. El anticuerpo 
monoclonal comercial específico de antígeno se usó en cada placa como control positivo para rastrear el rendimiento de 
variación de placa a placa; fue usado suero de ratón vacunado irrelevante como control negativo, y solo fueron usados 
pocillos de PBS-T para controlar el fondo de unión no específico. Los títulos en las tablas representan títulos de IgG 
específicos de antígeno obtenidos de animales individuales. 5 

Resultados. La Tabla 3 muestra los datos de ELISpot y ICS de PBMC de monos cynomolgus chinos cultivadas con 
mezclas de péptidos derivados de la biblioteca de péptidos de MUC1 (véase también la Tabla de mezclas de péptidos 
(Tabla 18) y Tabla 15), y los datos de ELISA de sueros de monos cynomolgus chinos. Los números de la columna 3 
representan # Manchas IFN-γ/106 PBMC después de la reestimulación con mezclas de péptidos MUC1 y sustracción del 
fondo. Los números de la columna 4 representan # células T CD8+ IFN-γ+/106 células T CD8+ después de la 10 
reestimulación con mezclas de péptidos MUC1 y sustracción del fondo. Los números de la columna 5 representan el 
título de anti-IgG MUC1 (Densidad óptica (O.D) =1, Límite de detección (L.O.D) = 99,0).Una respuesta positiva es 
definida como SFC > 50, células T CD8+ IFN-γ+/1e6 células T CD8+ >50, y títulos de IgG >99. Como se muestra en la 
Tabla 3, los polipéptidos de MUC1 inmunogénicos obtenidos con los constructos de MUC1 citosólicos (1197) y unidos a 
membrana de longitud completa nativos (1027) son capaces de inducir respuestas de células T y B específicas de MUC1. 15 
Se demostró que el constructo de MUC1 unido a membrana de longitud completa nativo (1027) induce la mejor respuesta 
celular y tumoral específica de MUC1 general. 

Tabla 3. Respuestas de células T y B inducidas por los constructos de AdC68W adenoviral de antígeno único y ADN 
de antígeno único (Plásmido 1197; Plásmido 1027) en monos Cynomolgus chinos 

Constructo ID # Animal # # Manchas IFN-
γ/106 esplenocitos 

# IFN-γ+ células T 
CD8+/1e6 células T CD8+ 

Título de IgG 

 

 

 

 

Plásmido 1197 

4001 0 0,0 8589,7 

4002 38 1549,0 4245,9 

4003 17 0,0 2631,9 

4501 165 4792,3 614,6 

4502 1703 47727,4 1882,8 

4503 0 802,8 4366,4 

4504 373 1857,0 4419,3 

 

 

 

Plásmido 1027 

5001 797 813,5 5332,2 

5002 1013 312,9 16233,5 

5003 1011 9496,9 6885,8 

5004 175 170,2 48759,0 

5501 214 4803,3 13010,4 

5502 306 8367,6 13115,3 

5503 405 0,0 89423,0 

 20 

Ejemplo 3. Inmunogenicidad de constructos de antígeno único de msln 

Estudio de respuesta inmune en ratones Pasteur (HLA-A2/DR1) 

Diseño del estudio. Doce ratones HLA-A2/DR1 hembras fueron estimulados con un vector de adenovirus AdC68W que 

codifica el antígeno MSLN unido a la membrana (Plásmido 1084) o citosólico (Plásmido 1103) a 1 e10 partículas virales 
mediante inyección intramuscular (50 ul). 28 días después, los animales recibieron un refuerzo con un constructo de 25 
antígeno único de ADN que codifica un polipéptido MSLN inmunogénico usando el procedimiento PMED como se 
describe en el Ejemplo 2. La respuesta de células T específicas de antígeno se midió siete días después en un ensayo 
de ELISPOT IFN-y e ICS.  

 Resultados. La Tabla 4 muestra datos de ELISpot e ICS de esplenocitos HLA-A2/DR1 cultivados con mezclas de 
péptidos derivado de la biblioteca de péptidos de MSLN (véase también la Tabla de mezclas de péptidos (Tabla 18) y 30 
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Tabla 16) o péptidos de MSLN aa50-64, aa102-116, y aa542-556, respectivamente. Los números de la columna 3 
representan #IFN-y manchas/106 esplenocitos después de la reestimulación con mezclas de péptidos de MSLN y 
sustracción del fondo. Los números de la columna 4 representan la frecuencia de las células T CD8+ que son IFN-γ+ 
después de la reestimulación con péptidos de MSLN aa50-64, aa102-116 y aa542-556, y sustracción del fondo. Una 
respuesta positiva es definida como SFC >100 y una frecuencia de células T CD8+ IFN-γ+ >0,05%. Como se muestra 5 
en la Tabla 4, los polipéptidos de MSLN inmunogénicos obtenidos con los constructos de MSLN unidos a membrana 
(1084) y citosólicos (1103) descritos en el Ejemplo 1A anterior son capaces de inducir respuestas de células T específicas 
de MSLN. El formato de antígeno de MSLN citosólico indujo la magnitud más alta de respuestas de células T específicas 
de MSLN. 

Tabla 4. Respuesta de células T inducida por los constructos de AdC68W adenoviral de antígeno único y ADN de 10 
antígeno único en ratones HLA-A2/DR1 

Constructo ID Animal # # Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

% Células T CD8+ 
siendo IFN-γ + 

 

 

 

 

Plásmido 1084 

37 1744 1,07 

38 3488 3,13 

39 1905 0,19 

40 1649 2,47 

41 1900 0,09 

42 1108 1,87 

 

 

 

 

Plásmido 1103 

49 4839 2,34 

50 4685 13,49 

51 2508 3,69 

52 1865 2,09 

53 708 0,38 

54 2525 4,41 

 

Estudio de respuesta inmune en ratones HLA A24 

Diseños del estudio. Doce ratones HLA-A24 de género mixto fueron inmunizados con constructos de ADN unidos a 

membrana (1084) o SLN citosólica (1103) usando el procedimiento PMED en un régimen de estímulo 15 
inicial/refuerzo/refuerzo/refuerzo, dos semanas de diferencia entre cada vacuna. Las respuestas de células T específicas 
de MSLN se midieron 7 días después de la última inmunización en un Ensayo ELISpot IFN-y e ICS. 

Resultados. La Tabla 5 muestra datos de ELISpot e ICS de esplenocitos HLA-A24 cultivados con mezclas de péptidos 

derivado de la biblioteca de péptidos de MSLN (véase también la Tabla de mezclas de péptidos (Tabla 18) y Tabla 16) 
o péptidos de MSLN aa130-144 y aa230-244, respectivamente. Los números de la columna 3 representan #IFN-y 20 
manchas/106 esplenocitos después de la reestimulación con mezclas de péptidos de MSLN y sustracción del fondo. Los 
números de la columna 4 representan la frecuencia de Células T CD8+ que son IFN-γ+ después de la reestimulación 
con péptidos de MSLN aa130-144 y aa230-244, y sustracción del fondo. Una respuesta positiva se define por tener SFC 
>100 y una frecuencia de células T CD8+ IFN-γ+ >0,05%. Como se muestra en la Tabla 5, los polipéptidos de MSLN 
inmunogénicos obtenidos con los constructos de MSLN unidos a membrana (1084) y citosólicos (1103) son capaces de 25 
inducir respuestas de células T específicas de MSLN. El formato de antígeno de MSLN citosólico indujo la mayor 
magnitud de respuestas de células T específicas de MSLN. 
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Tabla 5. Respuesta de células T inducida por el constructo de ADN de antígeno únicos ratones HLA-A24 

Constructo ID Animal # # Manchas IFN-y/106 esplenocitos % Células T CD8+ siendo IFN-γ 
+ 

 

 

 

 

Plásmido 1084 

1 47 No determinado 

2 161 No determinado 

3 13 No determinado 

7 105 No determinado 

8 232 No determinado 

9 151 No determinado 

 

 

 

 

Plásmido 1103 

13 2440 0,00 

14 2345 0,17 

15 1789 0,00 

19 3184 0,64 

21 5463 1,62 

22 2324 0,39 

 

Estudio de respuesta inmune en monos 

Diseño del estudio. Fueron estimulados 14 monos cynomolgus chinos con un vector de adenovirus AdC68W que codifica 5 
el antígeno de MSLN unido a membrana (Plásmido 1084) o citosólico (Plásmido 1103) en 2e11 partículas virales 
mediante inyección intramuscular bilateral (1 ml en total). 29 días después, los animales recibieron un refuerzo con ADN 
que codifica el antígeno de MSLN unido a membrana (1084) o citosólico (1103), administrado por vía intramuscular 
bilateral mediante electroporación (2 ml en total). Se administró anti-CTLA-4 por vía subcutánea los días 1 (32 mg) y 29 
(50 mg). 14 días después de la última inmunización, fueron tomadas muestras de sangre de los animales y se aislaron 10 
PBMC y sueros para evaluar las respuestas celulares específicas de MSLN (ELISpot, ICS) y humorales (ELISA), 
respectivamente. 

Resultados. La Tabla 6 muestra los datos de ELISpot e ICS de PBMC de monos cynomolgus chinos cultivadas con las 
mezclas de péptidos derivados de la biblioteca de péptidos de MSLN (véase también la Tabla de mezclas de péptidos 
(Tabla 18) y Tabla 16), y los datos de ELISA de sueros de monos cynomolgus chinos. Los números de la columna 3 15 
representan #IFN-y manchas/106 esplenocitos después de la reestimulación con mezclas de péptidos de MSLN y 
sustracción del fondo. Los números de la columna 4 representan # células T CD8+ IFN-γ+/106 células T CD8+ después 
de la reestimulación con mezclas de péptidos de MSLN y sustracción del fondo. Los números de la columna 5 
representan the anti- MSLN Título de IgG (Densidad óptica (O.D) =1, Límite de detección (L.O.D) = 99,0). Una respuesta 
positiva es definida como SFC >50, células T CD8+ IFN-γ+/1e6 células T CD8+ >50, y Título de IgGs >99. Como se 20 
muestra en la Tabla 6, el polipéptidos de MSLN inmunogénicos obtenidos con los constructos de MSLN unidos a 
membrana (1084) y citosólicos (1103) son capaces de inducir respuestas de células T y B específicas de MSLN. Se 
demostró el constructo de MSLN citoplásmico (Plásmido 1103) que índice la respuesta celular específica de MSLN más 
fuerte; en contraste, se demostró que el constructo de MSLN unido a membrana (Plásmido 1084) induce la respuesta 
humoral específica de MSLN más fuerte.  25 

  

ES 2 811 523 T3

 



 

35  

 

Tabla 6. Respuestas de células T y B inducidas por los constructos de AdC68W adenoviral de antígeno único y ADN 
de antígeno único en monos Cynomolgus chinos 

Constructo ID #  

Animal # 

# Manchas IFN-
y/106 
esplenocitos 

# Células T CD8+ IFN-
γ+/1e6 células T CD8+ 

Título de IgG 

 

 

 

 

Plásmido 1084 

1001 390 181,4 40886,6 

1002 787 512,0 41476,1 

1003 2083 5642,6 11948,1 

1501 894 1083,7 41248,3 

1502 1789 6501,0 42668,3 

1503 2358 37238,3 42026,5 

1504 269 1340,9 43023,6 

Plásmido 1103 2001 2131 15318,5 1459,3 

2002 2818 7163,4 99,0 

2003 1115 2291,0 2393,2 

2004 948 3602,6 1948,0 

2501 2477 13741,4 1751,7 

2502 2082 9318,7 15412,5 

2503 831 1797,8 99,0 

 

Ejemplo 4. Inmunogenicidad de constructos de antígeno único de TERT 5 

Estudios de respuestas inmunes en ratones Pasteur 

Diseño del estudio. Seis ratones HLA-A2/DR1 de género mixto fueron estimulados con un vector de adenovirus AdC68W 
que codifica el polipéptido de TERT inmunogénico citosólico (∆240) truncado (Plásmido 1112) a 1e10 partículas virales 
por inyección intramuscular (50ul). 28 días después, los animales recibieron un refuerzo por vía intramuscular con 50 ug 
de ADN administrado en forma bilateral por electroporación (2x20 ul) que codifica el polipéptido de TERT inmunogénico 10 
citosólico (∆240) truncado (Plásmido 1112). La respuesta de células T específicas de antígeno se midió siete días después 
en un ensayo ELISpot IFN-y e ICS. 

Resultados. Tabla 7 muestra datos de ELISpot e ICS de esplenocitos HLA-A2/DR1 cultivados con mezclas de péptidos 

derivados de la biblioteca de péptidos de TERT (véase también la Tabla de mezclas de péptidos (Tabla 18) y Tabla 17) o 
péptido de TERT aa861-875, respectivamente. Los números de la columna 3 representan #IFN-y manchas/106 15 
esplenocitos después de la reestimulación con TERT mezclas de péptidos y sustracción del fondo. Los números de la 
columna 4 representan la frecuencia de Células T CD8+ que son IFN-γ+ después de la reestimulación con péptido de 
TERT aa861-875 y sustracción del fondo. Una respuesta positiva es definida como SFC >100 y una frecuencia de células 
T CD8+ IFN-γ+ >0,05%. Como se muestra en la Tabla 7, el polipéptido de TERT inmunogénico obtenidos con el constructo 
del TERT citosólico (∆240) truncado descrito en el Ejemplo 1A anterior es capaz de inducir respuestas de células T 20 
específicas de TERT restringidas en CDHLA-A2. 
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Tabla 7. Respuesta de células T inducida por los constructos de AdC68W adenoviral de antígeno único y ADN de 
antígeno único (Plásmido 1112) que codifica antígeno de TERT citosólico (∆240) truncado humano en ratones HLA-

A2/DR1 

Constructo ID Animal # # Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

% Células T CD8+ 
siendo IFN-γ + 

 

 

 

 

Plásmido 1112 

13 2851 32,79 

14 2691 13,60 

15 3697 7,87 

16 2984 21,30 

17 1832 26,40 

18 1385 3,16 

 5 

Estudios de respuestas inmunes en ratones HLA A24 

Diseños del estudio. Ocho ratones HLA-A24 de género mixto fueron estimulados con un vector de adenovirus AdC68W 
que codifica el antígeno de TERT citosólico (∆240) truncado (Plásmido 1112) a 1e10 partículas virales totales por inyección 
intramuscular bilateral (50 ul en cada músculo tibial anterior). 14 días después, los animales recibieron un refuerzo por vía 
intramuscular con 50 ug de ADN administrado bilateralmente por electroporación (2x20 ul) que codifica el antígeno de 10 
TERT citosólico (∆240) truncado (Plásmido 1112). La respuesta de células T específicas de antígeno fue medida siete 
días después en el ensayo ELISpot IFN-y e ICS. 

Resultados. La Tabla 8 muestra los datos de ELISpot IFN-y e TCS de esplenocitos HLA-A24 cultivados con mezclas de 
péptidos derivados de la biblioteca de péptidos de TERT (véase también la Tabla de mezclas de péptidos (Tabla 18) y 
Tabla 17) o péptido de TERT aa841-855), respectivamente. Los números de la columna 3 representan #IFN-y 15 
manchas/106 esplenocitos después de la reestimulación con mezclas de péptidos de TERT y sustracción del fondo. Los 
números de la columna 4 representan la frecuencia de Células T CD8+ que son IFN-γ+ después de la reestimulación con 
péptido de TERTs aa841-855, y sustracción del fondo. El número en negrita indica que al menos 1 mezcla de péptidos 
analizada fue demasiado numerosa para contar, en consecuencia la cifra verdadera es al menos el calor declarado. Una 
respuesta positiva es definida como SFC >100 y una frecuencia de células T CD8+ IFN-γ+ >0,1%. Como se muestra en 20 
la Tabla 8, el polipéptido de TERT inmunogénico obtenido con el constructo citosólico TERT (∆240) truncado (1112) es 
capaz de inducir respuestas de células T específicas de TERT restringidas en HLA-A24. 

Tabla 8. Respuesta de células T inducida por los constructos de ADN de antígeno único de AdC68W adenoviral de 
antígeno único (Plásmido 1112) que codifica el antígeno de TERT citosólico (∆240) truncado humano en ratones 

HLA-A24 25 

Constructo ID Animal # # Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

% Células T CD8+ siendo 
IFN-γ + 

 

 

 

 

 

Plásmido 1112 

17 4233 41,5 

18 2643 3,34 

19 1741 31,5 

20 3407 3,05 

21 3213 0,0903 

22 596 0 

23 1875 13,8 

24 2011 19,8 
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Estudios de respuestas inmunes en monos 

Diseño del estudio. Ocho monos cynomolgus chinos fueron estimulados con un vector de adenovirus AdC68W que 
codifica el antígeno de TERT citosólico (∆240) truncado (Plásmido 1112) a 2e11 partículas virales por inyección 
intramuscular bilateral (1 ml total). 30 y 64 días después, los animales recibieron un refuerzo con ADN (Plásmido 1112) 
que codifica antígeno de TERT citosólico (∆240) truncado administrado por vía intramuscular bilateralmente por 5 
electroporación (2 ml total). Anti-CTLA-4 se administró por vía subcutánea en los días 1 (32 mg), 31 (50 mg) y 65 (75 
mg). 14 días después de la última inmunización, fueron tomadas muestras de sangre de los animales y las PMBC fueron 
aisladas para evaluar las respuestas celulares específicas de TERT (ELISpot, ICS).  

Resultados. La Tabla 9 muestra los datos de ELISpot e ICS de PBMC de monos cynomolgus chinos cultivadas con 

mezclas de péptidos derivados de la biblioteca de péptidos de TERT (véase también la Tabla de mezclas de péptidos 10 
(tabla 18) y Tabla 17). Los números de la columna 3 representan #IFN-y manchas/106 esplenocitos después de la 
reestimulación con TERT mezclas de péptidos y sustracción del fondo. Los números de la columna 4 representan # 
células T CD8+ IFN-γ+/106 células T CD8+ después de la reestimulación con TERT mezclas de péptidos y sustracción 
del fondo. Una respuesta sitiva es definida como SFC >50 y células T CD8+ IFN-γ+/1e6 células T CD8+ >50. Como se 
muestra en la Tabla 9, el polipéptido de TERT inmunogénico obtenido con el constructo de TERT citosólico (∆240) 15 
truncado (Plásmido 1112) es capaz de inducir respuestas de células T específicas de TERT. 

Tabla 9. Respuesta de células T inducida por los constructos de AdC68W adenoviral de antígeno único de TERT y 
de ADN de antígeno único de TERT en monos Cynomolgus chinos 

Constructo ID # Animal # # Manchas IFN-Γ/106 
esplenocitos 

# Células T CD8+ IFN-γ+/1e6 
células T CD8+ 

 

 

 

 

 

Plásmido 1112 

1001 3487 29472,2 

1002 1130 4906,6 

1003 2077 2984,2 

1004 133 337,8 

1501 3157 5325,1 

1502 2037 653,2 

1503 2697 16953,4 

1504 1208 1178,9 

 

Ejemplo 5. Inmunogenicidad de constructos de antígeno dual 20 

Estudio de respuesta inmune en monos 

Diseño del estudio. 24 monos cynomolgus chinos fueron estimulados con vectores de AdC68W adenoviral de antígeno 
dual que codifica antígenos de MUC1 unida a membrana de longitud completa nativa humana (MUC1) y TERT citosólica 
(∆240) truncada humana (TERT∆240) a 2e11 partículas virales por inyección intramuscular bilateral (1 ml total). 30 y 64 
días después, los animales recibieron un refuerzo con constructos de ADN de antígeno dual (Plásmidos 1270, 1271, y 25 
1269) que codifica los mismos dos antígenos administrado por vía intramuscular bilateralmente por electroporación (2 
ml total). Anti-CTLA-4 se administró por vía subcutánea en los días 1 (32 mg), 31 (50 mg) y 65 (75 mg). 14 días después 
de la última inmunización, fueron tomadas muestras de sangre de los animales y PBMC y se aisló el suero para evaluar 
respuestas celulares específicas de MUC1 y TERT (ELISpot, ICS) y humoral específica de MUC1 (ELISA), 
respectivamente. En total, fueron evaluados tres constructos diferentes de vacunas de antígeno dual, que coexpresaron 30 
ambos antígenos: 

a) MUC1-2A-TERT∆240 (Plásmido 1270), un vector de AdC68W y plásmido de ADN que codifica MUC1 y TERT 
ligado por un péptido 2A; b) TERTA240-2A-MUC1 (Plásmido 1271), un vector de AdC68W y plásmido de ADN que 
codifica TERT y MUC1 ligado por un péptido 2A; c) MUC1-TERT∆240 (Plásmido 1269), un vector de AdC68W y plásmido 
de ADN que codifica la proteína de fusión de MUC1- TERT (véase también Tabla de Constructos). 35 

Resultados. La Tabla 10 muestra los datos de ELISpot e ICS de PBMC de monos cynomolgus chinos cultivadas con 
mezclas de péptidos derivados de las bibliotecas de péptidos de MUC1 y TERT (véase también la Tabla de mezclas de 
péptidos (Tabla 18) y Tablas 15 y 17), y los datos de ELISA de monos cynomolgus chinos será. Una respuesta positiva 
es definida como SFC >50, células T CD8+ IFN-γ+/1e6 células T CD8+ >50, y títulos de IgG >99. Los números de la 
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columnas 3 y 6 representan #IFN-y manchas/106 esplenocitos después de la reestimulación con MUC1 y TERT mezclas 
de péptidos y sustracción del fondo, respectivamente. Los números en negrita indican que al menos 1 mezcla de péptidos 
analizadas fue demasiado numerosa para contar, por lo tanto, la cifra verdadera es al menos el valor declarado. Los 
números de la columnas 4 y 7 representan # células T CD8+ IFN-γ+/106 células T CD8+ después de la reestimulación 
con mezclas de péptidos MUC1 y mezclas de péptidos de TERT, respectivamente, y sustracción del fondo. Los números 5 
de la columna 5 representan el título de anti-IgG MUC1 (Densidad óptica (O.D) =1, Límite de detección (L.O.D) = 99,0). 
Como se muestra en la Tabla 10, los polipéptidos de MUC1 y TERT inmunogénicos obtenidos con los constructos de 
antígeno dual que expresa MUC1 y TERT (Plásmidos 1270, 1271, y 1269) son capaces de inducir respuestas de células 
T específicas de MUC1- y TERT, y respuestas de células B específicas de MUC1. Se demostró que el constructo de 
antígeno dual 1269 que codifica una proteína de fusión de MUC1-TERT induce la respuesta celular específica de MUC1 10 
total más fuerte; en contraste, se demostró que el constructo de antígeno dual Plásmido 1271 (TERT-2A-MUC1) induce 
la respuesta celular específica de TERT total. Se demostró que los tres constructos de antígeno duales inducen una 
respuesta humoral específica de MUC1 comparable. 

Tabla 10. Respuestas de células T y B inducidas por los constructos de AdC68W adenoviral de antígeno dual y de 
ADN de antígeno único (Plásmido 1270, 1271, y 1269) que codifica un polipéptido de MUC1 y/o TERT inmunogénico 15 

en monos Cynomolgus chinos 

 

 

Constructo 
ID 

 

 

Animal # 

MUC1 TERT 

 

# Manchas IFN-
γ/106 
esplenocitos 

# células T 
CD8+ IFN-γ+/ 
células 1e6 
CD8+ T 

 

 

Título 
de IgG 

 

# Manchas IFN-
γ/106 
esplenocitos 

# células T CD8+ 
IFN-γ+/1e6 células 
T CD8+ 

 

Plásmido 
1270 

5001 813 1024,4 10725,8 307 436,9 

5002 2778 14740,6 27090,7 1573 423,0 

5003 217 1198,7 19339,6 1687 40680,3 

5004 298 Excluido 3980,3 252 805,3 

Plásmido 

1271 

6001 1037 0,0 11770,3 2937 63106,1 

6002 185 0,0 13925,4 1295 194,8 

6003 372 267,4 15439,7 2138 46023,2 

6004 203 97,1 10530,7 1562 8424,0 

6501 1315 2137,3 43487,3 3794 20358,2 

6502 1008 179,2 8742,0 2955 1503,5 

6503 552 226,4 35183,4 1797 50008,6 

6504 2200 162,8 35539,9 4402 24058,6 

Plásmido 

1269 

7001 193 0,0 14868,3 3320 7321,5 

7002 1353 2153,2 7546,6 870 736,2 

7003 1253 133,5 21277,4 2750 25827,7 

7004 1858 20846,7 10359,9 3230 19664,0 

7501 2138 773,6 31272,8 927 332,0 

7502 2177 10547,7 16635,5 2640 7527,3 

7503 1460 5086,2 5465,1 2362 938,6 

7504 922 0,0 38530,4 2875 2949,3 
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Ejemplo 6. Inmunogenicidad de constructo de antígeno triple 

El Ejemplo 6 ilustra la capacidad de los constructos de vacuna adenoviral y de ácido nucleico de antígeno triple que 
expresa el antígeno de MUC1 unida a membrana de longitud completa nativa humana (MUC1), antígeno de MSLN 
citosólico humano (cMSLN), y antígeno de TERT citosólico (∆240) truncado humano (TERT∆240 o TERT∆541) para provocar 
respuestas de células T y B específicas de Ag a los tres antígenos de cáncer codificados. 5 

Estudio de respuesta inmune en ratones C57BL/6J usando electroporación 

Diseño del estudio. Fueron inmunizados 48 ratones hembra C57BL/6J con constructos de ADN de antígeno triple que 
codifican MUC1, cMSLN y TERTA240 humanos. La vacuna de ADN de antígeno triple (100 ug) fue administrada 
intramuscularmente de forma bilateral (20 ul en total en cada músculo tibial anterior) con electroporación concomitante en 
un régimen de estímulo/refuerzo, con dos semanas de diferencia entre cada vacunación. Las respuestas celulares 10 
específicas de MUC1, MSLN y TERT, y las respuestas humorales específicas de MUC1 y MSLN se midieron 7 días 
después de la última inmunización en un ensayo ELISpot de IFN-y y un ensayo ELISA, respectivamente. En total, se 
usaron seis constructos de ADN de triple antígeno diferentes que codifican los tres antígenos unidos por péptidos 2A de 
la siguiente manera: MUC1-2A-cMSLN-2A-TERT∆240 (Plásmido 1317), MUC1-2A-TERT∆240-2A-CMSLN (Plásmido 1318), 
cMSLN-2A-MUC1-2A-TERT∆240 (Plásmido 1319), cMSLN-2A-TERT∆240-2A-MUC1 (Plásmido 1320), TERT∆240-2A- 15 
cMSLN-2A-MUC1 (Plásmido 1321), TERT∆240-2A-MUC1-2A-cMSLN (Plásmido 1322) (véase también Tabla de 
Constructos). 

Resultados. La Tabla 11 muestra los datos de ELISpot de esplenocitos C57BL/6J cultivados con mezclas de péptidos 
derivados de las bibliotecas de péptidos de MUC1, MSLN, y TERT (véase también la Tabla de mezclas de péptidos (Tabla 
18) y Tablas 15-17), y los datos de ELISA de sueros de ratón C57BL/6J. Una respuesta positiva es definida como SFC 20 
>100 y títulos de IgG >99. Los números de la columnas 3, 5 y 7 representan #IFN-y manchas/106 esplenocitos después 
de la reestimulación con MUC1, MSLN y TERT mezclas de péptidos y sustracción del fondo, respectivamente. Los 
números en negrita indican que al menos 1 mezcla de péptidos probados fue demasiado numerosa para contar, por lo 
tanto, la cifra verdadera es al menos el valor declarado. Los números de la columnas 4 y 6 representan the anti-MUC1 y 
MSLN Título de IgG, respectivamente (Densidad óptica (O.D) =1, Límite de detección (L.O.D) = 99,0). Como se muestra 25 
en la Tabla 11, los polipéptidos de MUC1, MSLN, y TERT inmunogénicos obtenidos con los constructos de antígeno triple 
que expresan MUC1, MSLN, y TERT son capaces de inducir respuestas de las células T contra los tres antígenos y 
respuesta de células B contra MUC1; en contraste, solo los constructos de antígeno triple de los plásmidos 1317, 1318, y 
1322 son capaces de inducir respuestas de células B contra MSLN. 

Tabla 11. Respuestas de células T y B inducidas por los constructos de ADN de antígeno triple (1317-1322) que 30 
codifican los antígenos de MUC1 unido a membrana de longitud completa nativa humana, MSLN citosólica humana, 

y TERT citosólico (∆240) truncado humano en ratones C57BL/6J 

 

Constructo 
ID 

 

Animal 

MUC1 MSLN TERT 

# Manchas IFN-
γ/106 esplenocitos 

Título de 
IgG 

# Manchas IFN-
γ/106 
esplenocitos 

Título de 
IgG 

# Manchas IFN-
γ/106 esplenocitos 

 

 

 

 

 

Plásmido 
1317 

1 1433 1772,7 369 3069,8 2920 

2 1979 5214,6 2764 9420,3 3133 

3 1729 3229,9 464 6205,6 2413 

4 1570 3220,1 1108 3892,8 3255 

5 1023 3837,1 497 11621,6 2293 

6 1509 5573,0 898 2804,0 2817 

7 1095 3905,2 163 1745,6 2311 

8 1778 5147,2 2140 7709,5 3233 

 

 

 

9 842 7873,1 652 99,0 2875 

10 1443 8987,3 760 99,0 3652 

11 2832 7789,4 343 99,0 3510 
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Constructo 
ID 

 

Animal 

MUC1 MSLN TERT 

# Manchas IFN-
γ/106 esplenocitos 

Título de 
IgG 

# Manchas IFN-
γ/106 
esplenocitos 

Título de 
IgG 

# Manchas IFN-
γ/106 esplenocitos 

 

 

Plásmido 
1319 

12 1797 13430,0 603 99,0 3863 

13 1351 9923,4 901 99,0 3443 

14 1626 3242,3 917 99,0 3541 

15 829 7361,0 563 99,0 3003 

 

 

 

 

 

Plásmido 
1318 

17 475 1352,7 160 194,3 704 

18 1027 6933,6 188 99,0 2413 

19 1424 1886,9 557 213,2 2244 

20 2241 3864,1 597 326,3 2799 

21 1447 5095,6 240 1926,4 2787 

22 789 3992,6 116 1198,2 2455 

23 700 4968,0 195 3040,2 2221 

24 1584 5403,9 231 3017,3 3310 

 

 

 

 

 

Plásmido 
1320 

25 2043 4173,3 908 99,0 4896 

26 2307 4158,6 1609 99,0 4532 

27 2271 10258,5 1281 99,0 3807 

28 829 6768,5 243 99,0 2420 

29 1355 7163,9 624 99,0 2993 

30 1938 7404,1 673 99,0 3214 

31 1373 3941,5 386 99,0 3139 

32 1581 7843,7 393 99,0 3745 

 

 

 

 

Plásmido 
1321 

33 964 5579,2 225 99,0 2500 

34 690 6364,0 141 99,0 2674 

35 923 8861,3 99 99,0 2492 

36 767 10270,5 573 99,0 2467 

37 1039 3211,9 148 99,0 1785 

38 1283 8614,10 308 99,0 2042 

39 1929 15147,2 276 99,0 2805 

40 529 3581,12 199 99,0 1412 

 

Estudio de respuesta inmune en ratones C57BL/6J usando vectores adenovirales 

Diseño del estudio. 36 ratones C57BL/6J hembra fueron estimulados con vectores adenovirales de antígeno triple que 
codifican MUC1, cMSLN, y TERT∆240 o TERT∆541 humanos, a 1e10 partículas virales por inyección intramuscular (50 ul). 
28 días después, los animales recibieron un refuerzo con constructos de ADN de antígeno triples (50 ug) administrados 5 
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por vía intramuscular bilateralmente (20 ul total en cada músculo tibial anterior) con electroporación concomitante. Las 
respuestas celulares específicas de MUC1, MSLN y TERT, y respuestas humorales específicas de MUC1- y MSLN se 
midieron 7 días después de la última inmunización en un ensayo ELISpot IFN-y e ICS, y un ensayo de ELISA, 
respectivamente. En total, se usaron tres constructos adenoviral y de ADN de antígeno triple que codifican MUC1, cMSLN, 
y TERT∆240 unido por péptidos 2A y tres constructos de adenoviral y de ADN de antígeno triple que codifican MUC1, 5 
cMSLN, y TERT∆541 unidos por los péptidos 2A de la siguiente manera: MUC1-2A-cMSLN-2A-TERT∆240 (Plásmido 1317), 
cMSLN-2A-MUC1-2A-TERT∆240 (Plásmido 1319), cMSLN-2A-TERTA240-2A-MUC1 (Plásmido 1320), y MUC1-2A-
cMSLN-2A-TERT∆541 (Plásmido 1351), cMSLN-2A-MUC1-2A-TERT∆541 (Plásmido 1352), cMSLN-2A-TERT∆541-2A-MUC1 
(Plásmido 1353) (véase también Tabla de Constructos). 

Resultados. La Tabla 12 muestra los datos de ELISpot de los esplenocitos C57BL/6J cultivados con mezclas de péptidos 10 
derivados de las bibliotecas de péptidos de MUC1, MSLN, y TERT s (véase también la Tabla de mezclas de péptidos 
(Tabla 18) y las Tablas 15-17), los datos de ICS de esplenocitos C57BL/6J cultivados con el péptido de TERT aa1025-
1039, y los datos de ELISA de sueros de ratón C57BL/6J. Una respuesta positiva es definida como SFC >100, una 
frecuencia de células T CD8+ IFN-γ+ >0,1%, y títulos de IgG >99. Los números de la columnas 3, 5, y 7 representan #IFN-
y manchas/106 esplenocitos después de la reestimulación con MUC1, MSLN y TERT mezclas de péptidos, y sustracción 15 
del fondo, respectivamente. Los números en negrita indican que al menos 1 mezcla de péptidos analizada fue demasiado 
numerosa para contar, por lo tanto la cifra verdadera es al menos el valor declarado. Los números de la columna 8 
representan #células T CD8+ IFN-γ+/106 células T CD8+ después de la reestimulación con péptido TERT específico de 
TERT aa1025-1039, y sustracción del fondo. Los números de la columnas 4 y 6 representan los títulos de IgG de anti-
MUC1 y anti-MSLN, respectivamente (Densidad óptica (O.D) =1, Límite de detección (L.O.D) = 99,0). Como se muestra 20 
en la Tabla 12, los polipéptidos de MUC1, MSLN, y TERT inmunogénicos obtenidos con los constructos de antígeno triple 
que expresan MUC1, MSLN, y TERT son capaces de inducir respuestas de células T contra los tres antígenos, y 
respuestas de células B contra MUC1; en contraste, solo los constructos de antígeno triple 1317 y 1351 son capaces de 
inducir respuestas de células B contra MSLN. 

Tabla 12A. Respuestas de células T y B específicas de MUC1 inducidas por los constructos adenoviral AdC68Y y de 25 
ADN de antígeno triple (Plásmidos 1317, 1319, y 1320) que codifican los antígenos de MUC1 unida a membrana de 

longitud completa nativa humana, MSLN citosólica humana, y TERT citosólico (∆240) truncado humano, y por los 
constructos adenoviral AdC68Y y de ADN de antígeno triple (Plásmidos 1351-1353) que codifican antígenos de 

MUC1 unida a membrana de longitud completa nativa humana, MSLN citosólica humana, y TERT citosólico truncado 
humano (∆541) en ratones C57BL/6J 30 

 

Constructo ID 

 

Animal # 

MUC1 

# Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

Título de IgG 

 

 

 

 

Plásmido 1317 

19 3119 11653,4 

20 3347 11941,0 

21 1712 7287,2 

22 3604 14391,7 

23 2349 12599,0 

24 2457 12969,1 

 

 

 

 

Plásmido 1319 

25 1865 15018,2 

26 1661 8836,8 

27 1657 13335,1 

28 1933 17854,1 

29 1293 10560,2 

30 2035 10477,6 

 

 

31 2377 2667,4 

32 1629 11322,4 
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Constructo ID 

 

Animal # 

MUC1 

# Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

Título de IgG 

 

 

Plásmido 1320 

33 1632 9562,9 

34 1259 7092,0 

35 2024 11306,8 

36 861 1785,1 

 

 

 

 

Plásmido 1351 

37 2615 10253,1 

38 1595 13535,4 

39 1889 14557,4 

40 1869 15470,1 

41 1979 11944,4 

42 1892 18093,0 

 

 

 

 

Plásmido 1352 

43 1593 22002,4 

44 2133 11821,6 

45 1341 48297,5 

46 1673 8682,2 

47 1933 11621,7 

48 1767 19318,1 

 

 

 

 

Plásmido 1353 

49 1859 4826,7 

50 1845 3060,0 

51 1784 4499,9 

52 2209 2940,9 

53 2177 7738,32 

54 1821 2985,5 
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Tabla 12B. Respuestas de células T y B específicas de MSLN inducidas por constructos adenoviral AdC68Y y de ADN 
de antígeno triple (Plásmidos 1317, 1319, y 1320) que codifican los antígenos de MUC1 unida a membrana de longitud 
completa nativa humana, MSLN citosólica humana, y TERT citosólico (∆240) truncado humano, y por los constructos 
adenoviral AdC68Y y ADN de antígeno triple (Plásmidos 1351-1353) que codifican los antígenos de MUC1 unida a 

membrana de longitud completa nativa humana, MSLN citosólica humana, y TERT citosólico (∆240) truncado humano 5 
en ratones  C57BL/6J 

 

Constructo ID  

 

Animal # 

MSLN 

# Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

Título de IgG 

 

 

 

 

Plásmido 1317 

19 856 99,0 

20 911 1581,9 

21 336 1401,2 

22 820 767,3 

23 721 99,0 

24 1067 99,0 

 

 

 

 

Plásmido 1319 

25 708 99,0 

26 368 99,0 

27 769 99,0 

28 1620 99,0 

29 880 99,0 

30 427 99,0 

 

 

 

 

Plásmido 1320 

31 424 99,0 

32 399 99,0 

33 289 99,0 

34 321 99,0 

35 540 99,0 

36 316 99,0 

 

 

 

 

Plásmido 1351 

37 685 99,0 

38 804 281,3 

39 505 155,8 

40 333 99,0 

41 285 2186,7 

42 444 99,0 

 

 

 

 

43 1504 99,0 

44 421 99,0 

45 1293 99,0 

46 581 99,0 
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Constructo ID  

 

Animal # 

MSLN 

# Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

Título de IgG 

Plásmido 1352 47 747 99,0 

48 821 99,0 

 

 

 

 

Plásmido 1353 

49 984 99,0 

50 740 99,0 

51 412 99,0 

52 1266 99,0 

53 764 99,0 

54 432 99,0 

 

Tabla 12 C. Respuestas de células T específicas de TERT inducidas por los constructos adenoviral AdC68Y y de 
ADN de antígeno triple (Plásmidos 1317, 1319, y 1320) que codifican los antígenos de MUC1 unida a membrana de 

longitud completa nativa humana, MSLN citosólica humana, y TERT citosólico (∆240) truncado humano, y por los 
constructos adenoviral AdC68Y y ADN de antígeno triple (Plásmidos 1351-1353) que codifican los antígenos de 5 

MUC1 unida a membrana de longitud completa nativa humana, MSLN citosólica humana, y TERT citosólico (∆240) 
truncado humano en ratones C57BL/6J 

 

Constructo ID 

 

Animal # 

TERT 

# Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

% Células T CD8+ que con 
IFN-γ + 

 

 

 

 

Plásmido 1317 

19 5730 4,1 

20 4119 2,0 

21 4587 4,9 

22 5522 4,3 

23 5120 3,6 

24 4383 4,5 

 

 

 

 

Plásmido 1319 

25 4995 3,1 

26 4628 7,1 

27 2892 2,7 

28 4977 4,7 

29 3913 5,2 

30 3153 2,9 

 

 

 

 

Plásmido 1320 

31 3732 3,6 

32 4308 4,3 

33 4153 1,4 

34 5067 5,2 

35 5351 5,1 
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Constructo ID 

 

Animal # 

TERT 

# Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

% Células T CD8+ que con 
IFN-γ + 

36 3268 5,0 

 

 

 

 

Plásmido 1351 

37 3766 2,4 

38 5805 7,7 

39 4391 4,7 

40 3401 2,7 

41 3874 4,0 

42 3260 2,5 

 

 

 

 

Plásmido 1352 

43 5235 5,0 

44 2853 3,4 

45 2876 3,5 

46 2610 3,3 

47 3275 2,8 

48 3009 3,3 

 

 

 

 

Plásmido 1353 

49 5806 9,1 

50 6114 6,1 

51 4759 6,5 

52 5157 4,8 

53 3999 2,9 

54 4719 3,3 

 

Estudio de respuesta inmune ratones HLA-A24 

Diseño del estudio. Ocho ratones HLA-A24 de género mixto fueron estimulados con un constructo de adenoviral AdC68Y 
de antígeno triple (Plásmido 1317; MUC1-2A-cMSLN-2A-TERT∆240) que codifica MUC1, cMSLN, y TERT∆240 humanos a 
1e10 partículas virales por inyección intramuscular (50 ul en cada músculo tibial anterior). 14 días después, los animales 5 
recibieron un refuerzo por vía intramuscular con 50 ug de constructo de ADN de antígeno triple (Plásmido 1317) que 
codifica los ismos tres antígenos (20 ul administrado en cada músculo tibial anterior con electroporación concomitante). 
Las respuestas celulares específicas de MUC1 restringida en HLA-A24 se midieron 7 días después de la última 
inmunización en un ensayo ELISpot IFN-y. 

Resultados. La Tabla 13 muestra los datos de ELISpot de esplenocitos HLA-A24 cultivados con el péptido de MUC1 10 
aa524-532. Una es definida como respuesta positiva es definida como SFC >50. Los números de la columna 3 representan 
#IFN-y manchas/106 esplenocitos después de la reestimulación con el péptido de MUC1 aa524-532 y la sustracción del 
fondo. Como se muestra en la Tabla 13, los polipéptidos de MUC1 inmunogénicos obtenidos con el constructo de antígeno 
triple que expresa MUC1, MSLN y TERT 1317 son capaces de inducir respuestas de células T CD8 + específicas de 
péptido MUC1 aa524-532 restringido en HLA-A24. Es importante destacar que las respuestas de células T derivadas de 15 
pacientes con cáncer contra este péptido MUC1 específico se han correlacionado con la eficacia antitumoral in vitro 
(Jochemos C et al., Cancer Immunol Immunother (2014) 63: 161-174) lo que demuestra la importancia de aumentar 

respuestas celulares contra este epitopo específico. 
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Tabla 13. Respuestas de células T CD8+ específicas de péptido MUC1 aa524-532 restringido en HLA-A24 inducida por 
los constructos adenoviral y de ADN de antígeno triple Plásmido 1317 (MUC1-2A-cMSLN-2A-TERT∆240) que codifica los 

antígenos de MUC1 unida a membrana de longitud completa nativa humana, MSLN citosólica humana, y TERT 
citosólico (∆240) truncado humano en ratines HLA-A24 

Constructo ID Animal # # Manchas IFN-γ/106 esplenocitos 

 

 

 

 

 

Plásmido 1317 

89 89 

90 289 

91 291 

92 207 

93 83 

94 295 

95 82 

96 100 

 5 

Estudio de respuesta inmune en monos 

Diseño del estudio. 24 monos cynomolgus chinos fueron estimulados con vectores adenovirales AdC68Y que codifican 
los antígenos de MUC1 unida a membrana de longitud completa nativa humana, MSLN citosólica humana, y TERT 
citosólico (∆240) truncado humano (TERT∆240) a 2e11 partículas virales por inyección intramuscular bilateral (1 ml total). 
28 y 56 días después, los animales recibieron un refuerzo con DNA que codifica los mismos tres antígenos administrados 10 
por vía intramuscular bilateralmente por electroporación (2 ml total). Anti-CTLA-4 se administró por vía subcutánea en los 
días 1 (32 mg), 29 (50 mg) y 57 (75 mg). 21 días después de la última inmunización, fueron tomadas muestras de sangre 
de los animales y se aislaron PBMC y suero para evaluar las respuestas celulares específicas de MUC1, MSLN, y TERT 
(ELISpot, ICS) y humorales específicas de MUC1- y MSLN (ELISA), respectivamente. En total, fueron evaluados tres 
constructos adenoviral y de ADN de antígeno triple que codifican MUC1, cMSLN, y TERT∆240 unidos por los péptidos 2A: 15 
MUC1-2A-cMSLN-2A-TERT∆240 (Plásmido 1317), cMSLN-2A-MUC1-2A-TERT∆240 (Plásmido 1319), y cMSLN-2A-
TERT∆240-2A-MUC1 (Plásmido 1320). 

Resultados. Las Tablas 14A, 14B, y 14C muestran los datos de ELISpot y ICS de PBMC de monos cynomolgus chinos 

cultivadas con mezclas de péptidos derivados de las bibliotecas de péptidos de MUC1, MSLN, y TERT (véase también la 
Tabla de mezclas de péptidos (Tabla 18) y Tablas 15-17), y los datos de ELISA de los sueros de monos cynomolgus 20 
chinos. Una respuesta positiva es definida como SFC >50, células T CD8+ IFN-γ+/1e6 células T CD8+ >50, y títulos de 
IgG >99. Los números de la columnas 3, 6, y 9 representan #IFN-y manchas/106 esplenocitos después de la 
reestimulación con MUC1, MSLN, y TERT mezclas de péptidos, y sustracción del fondo, respectivamente. Los números 
en negrita indican que al menos 1 mezcla de péptidos analizada fue demasiado numerosa para contar, por lo tanto la cifra 
verdadera es al menos el valor declarado. Los números de la columnas 4, 7, y 10 representan # células T CD8+ IFN-25 
γ+/106 células T CD8+ después de la reestimulación con MUC1, MSLN, y TERT mezclas de péptidos, respectivamente, 
y la sustracción del fondo. Los números de la columna 5 y 8 representan los títulos de IgG de anti-MUC1 y anti-MSLN 
(Densidad óptica (O.D) =1, Límite de detección (L.O.D) = 99,0), respectivamente. Como se muestra en la Tabla 14, los 
polipéptidos de MUC1, MSLN, y TERT inmunogénicos obtenidos con los constructos de Ag triple que expresan MUC1-, 
MSLN, y TERT son capaces de inducir respuestas celulares contra los tres antígenos, y respuestas humorales contra 30 
MUC1. Sin embargo, solo el constructo de antígeno triple 1317 es capaz de inducir respuestas de células B específicas. 
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Tabla 14A. Respuestas de células T y B específicas de MUC1 inducidas por constructos adenoviral AdC68Y y de ADN 
de antígeno triple (Plásmidos 1317, 1319, y 1320) que codifican los antígenos de MUC1 unida a membrana de longitud 

completa nativa humana, MSLN citoplasmática humana, y TERT citosólico (∆240) truncado humanos en monos 
Cynomolgus chinos 

 

Constructo ID 

 

Animal # 

MUC1 

# Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

# Células T CD8+ IFN-
γ+/1e6 células T CD8+ 

Título de IgG 

 

 

 

 

 

Plásmido 1317 

4001 1319 0,0 27565,9 

4002 2664 48690,6 55784,5 

4003 373 322,3 16151,0 

4004 1617 8476,8 29970,0 

4501 2341 1359,0 24289,1 

4502 1157 0,0 21841,4 

4503 2286 3071,1 63872,6 

4504 1638 2172,4 45515,2 

 

 

 

 

 

Plásmido 1319 

5001 88 0,0 22857,2 

5002 1308 0,0 29024,8 

5003 294 0,0 13356,0 

5004 527 468,8 15029,1 

5501 1296 2088,2 44573,6 

5502 1377 6624,2 23185,5 

5503 1302 0,0 25699,1 

5504 2499 10403,1 14456,8 

 

 

 

 

 

Plásmido 1320 

6001 486 0,0 24454,1 

6002 1742 412,3 31986,3 

6003 1369 1154,9 23966,8 

6004 1129 561,6 39738,0 

6501 1673 447,4 21119,6 

6502 1215 0,0 18092,2 

6503 1817 3332,4 16364,6 

6504 1212 1157,1 17340,2 

 5 
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Tabla 14B. Respuestas de células T y B específicas de MSLN inducidas por constructos adenoviral AdC68Y y de ADN 
de antígeno triple (Plásmidos 1317, 1319, y 1320) que codifican los antígenos de MUC1 unida a membrana de longitud 

completa nativa humana, MSLN citoplasmática humana, y TERT citosólico (∆240) truncado humanos en monos 
Cynomolgus chinos 

 

Constructo ID 

 

Animal # 

MSLN 

# Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

# IFN-γ+células T 
CD8+/1e6 células T 
CD8+ 

Título de IgG 

Plásmido 1317 4001 1479 3732,4 7683,9 

4002 1587 1795,3 6147,4 

4003 648 884,7 3197,3 

4004 164 0,0 4561,3 

4501 2279 15469,0 6350,0 

4502 1930 22480,2 11699,5 

4503 1234 865,1 19065,6 

4504 1543 2348,1 4492,7 

Plásmido 1319 5001 258 426,6 99,0 

5002 1855 2030,9 232,0 

5003 1505 642,8 99,0 

5004 1275 2410,4 243,3 

5501 282 0,0 99,0 

5502 732 558,6 418,4 

5503 2070 4529,3 130,9 

5504 871 3466,9 99,0 

Plásmido 1320 6001 2446 6723,2 1381 

6002 1953 3185,0 184,8 

6003 2045 4053,7 99,0 

6004 395 0,0 419,3 

6501 1742 5813,1 322,7 

6502 1617 12311,5 99,0 

6503 448 0,0 285,6 

6504 338 0,0 168,8 

 5 
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Tabla 14C. Respuestas de células T específicas de TERT inducidas por los constructos adenoviral AdC68Y y de ADN 
de antígeno triple (Plásmidos 1317, 1319, y 1320) que codifican los antígenos de MUC1 unida a membrana de longitud 
completa nativa humana, MSLN citoplasmática humana, y TERT citosólico (∆240) truncado humanos (∆240) truncado 

humanos en monos Cynomolgus chinos 

 

Constructo ID 

 

Animal # 

TERT 

# Manchas IFN-γ/106 
esplenocitos 

# Células T CD8+ IFN-γ+/ 1e6 
células T CD8+ 

Plásmido 1317 4001 1723 8843,8 

4002 870 658,1 

4003 2128 5976,1 

4004 420 0,0 

4501 2136 999,1 

4502 2342 1195,6 

4503 1966 6701,1 

4504 2436 6985,5 

Plásmido 1319 5001 1018 1724,4 

5002 2121 713,8 

5003 2184 324,3 

5004 822 714,4 

5501 462 1851,4 

5502 325 692,9 

5503 401 0,0 

5504 517 0,0 

Plásmido 1320 6001 3011 8615,5 

6002 2825 2002,0 

6003 1489 1235,8 

6004 2272 2462,2 

6501 2428 1362,2 

6502 1875 4649,5 

6503 2515 8493,2 

6504 2584 5171,0 

 5 
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Tabla 15. Mezclas de péptidos de la biblioteca de péptidos de MUC1 humana y las correspondientes secuencias de 
aminoácidos 

Secuencia de aminoácido Péptido # SEQ ID NÚM. 

MASTPGTQSPFFLLL 1aAS 132 

TPGTQSPFFLLLLLT 1bAS 133 

TQSPFFLLLLLTVLT 2 134 

FFLLLLLTVLTVVTG 3 135 

LLLTVLTVVTGSGHA 4 136 

VLTVVTGSGHASSTP 5 137 

VTGSGHASSTPGGEK 6 138 

GHASSTPGGEKETSA 7 139 

STPGGEKETSATQRS 8 140 

GEKETSATQRSSVPS 9 141 

TSATQRSSVPSSTEK 10 142 

QRSSVPSSTEKNAVS 11 143 

VPSSTEKNAVSMTSS 12 144 

TEKNAVSMTSSVLSS 13 145 

AVSMTSSVLSSHSPG 14 146 

TSSVLSSHSPGSGSS 15 147 

LSSHSPGSGSSTTQG 16 148 

SPGSGSSTTQGQDVT 17 149 

GSSTTQGQDVTLAPA 18 150 

TQGQDVTLAPATEPA 19 151 

DVTLAPATEPASGSA 20 152 

APATEPASGSAATWG 21 153 

EPASGSAATWGQDVT 22 154 

GSAATWGQDVTSVPV 23 155 

TWGQDVTSVPVTRPA 24 156 

DVTSVPVTRPALGST 25 157 

VPVTRPALGSTTPPA 26 158 

RPALGSTTPPAHDVT 27 159 

GSTTPPAHDVTSAPD 28 160 

PPAHDVTSAPDNKPA 29 161 

DVTSAPDNKPAPGST 30 162 

APDNKPAPGSTAPPA 31 163 
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Secuencia de aminoácido Péptido # SEQ ID NÚM. 

KPAPGSTAPPAHGVT 32 164 

GSTAPPAHGVTSAPD 33 165 

PPAHGVTSAPDTRPA 34 166 

GVTSAPDTRPAPGST 35 167 

APDTRPAPGSTAPPA 36 168 

RPAPGSTAPPAHGVT 37 169 

GVTSAPDTRPALGST 55 170 

APDTRPALGSTAPPV 56 171 

RPALGSTAPPVHNVT 57 172 

GSTAPPVHNVTSASG 58 173 

PPVHNVTSASGSASG 59 174 

NVTSASGSASGSAST 60 175 

ASGSASGSASTLVHN 61 176 

ASGSASTLVHNGTSA 62 177 

ASTLVHNGTSARATT 63 178 

VHNGTSARATTTPAS 64 179 

TSARATTTPASKSTP 65 180 

ATTTPASKSTPFSIP 66 181 

PASKSTPFSIPSHHS 67 182 

STPFSIPSHHSDTPT 68 183 

SIPSHHSDTPTTLAS 69 184 

HHSDTPTTLASHSTK 70 185 

TPTTLASHSTKTDAS 71 186 

LASHSTKTDASSTHH 72 187 

STKTDASSTHHSSVP 73 188 

DASSTHHSSVPPLTS 74 189 

THHSSVPPLTSSNHS 75 190 

SVPPLTSSNHSTSPQ 76 191 

LTSSNHSTSPQLSTG 77 192 

NHSTSPQLSTGVSFF 78 193 

SPQLSTGVSFFFLSF 79 194 

STGVSFFFLSFHISN 80 195 

SFFFLSFHISNLQFN 81 196 
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Secuencia de aminoácido Péptido # SEQ ID NÚM. 

LSFHISNLQFNSSLE 82 197 

ISNLQFNSSLEDPST 83 198 

QFNSSLEDPSTDYYQ 84 199 

SLEDPSTDYYQELQR 85 200 

PSTDYYQELQRDISE 86 201 

YYQELQRDISEMFLQ 87 202 

LQRDISEMFLQIYKQ 88 203 

ISEMFLQIYKQGGFL 89 204 

FLQIYKQGGFLGLSN 90 205 

YKQGGFLGLSNIKFR 91 206 

GFLGLSNIKFRPGSV 92X 207 

LSNIKFRPGSVWQL 93X 208 

KFRPGSVWQLTLAF 94X 209 

GSWVQLTLAFREGT 95X 210 

VVVQLTLAFREGTIN 95XX 211 

QLTLAFREGTINVHD 96 212 

AFREGTINVHDVETQ 97 213 

GTINVHDVETQFNQY 98 214 

VHDVETQFNQYKTEA 99 215 

ETQFNQYKTEAASRY 100 216 

NQYKTEAASRYNLTI 101 217 

TEAASRYNLTISDVS 102 218 

SRYNLTISDVSVSDV 103 219 

LTISDVSVSDVPFPF 104 220 

DVSVSDVPFPFSAQS 105 221 

SDVPFPFSAQSGAGV 106 222 

FPFSAQSGAGVPGWG 107 223 

AQSGAGVPGWGIALL 108 224 

AGVPGWGIALLVLVC 109 225 

GWGIALLVLVCVLVA 110 226 

ALLVLVCVLVALAIV 111 227 

LVCVLVALAIVYLIA 112 228 

LVALAIVYLIALAVC 113 229 
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Secuencia de aminoácido Péptido # SEQ ID NÚM. 

AIVYLIALAVCQCRR 114 230 

LIALAVCQCRRKNYG 115 231 

AVCQCRRKNYGQLDI 116 232 

CRRKNYGQLDIFPAR 117 233 

NYGQLDIFPARDTYH 118 234 

LDIFPARDTYHPMSE 119 235 

PARDTYHPMSEYPTY 120 236 

TYHPMSEYPTYHTHG 121 237 

MSEYPTYHTHGRYVP 122 238 

PTYHTHGRYVPPSST 123 239 

THGRYVPPSSTDRSP 124 240 

YVPPSSTDRSPYEKV 125 241 

SSTDRSPYEKVSAGN 126 242 

RSPYEKVSAGNGGSS 127 243 

EKVSAGNGGSSLSYT 128 244 

AGNGGSSLSYTNPAV 129 245 

GSSLSYTNPAVAAAS 130 246 

LSYTNPAVAAASANL 131 247 

 

  

ES 2 811 523 T3

 



 

54  

Tabla 16. Mezclas de péptidos de la biblioteca de péptidos de MSLN humana y correspondientes secuencias de 
aminoácidos 

Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

MASLPTARPLLGSCG 1aS 248 

TARPLLGSCGTPALG 2 249 

LLGSCGTPALGSLLF 3 250 

CGTPALGSLLFLLFS 4 251 

ALGSLLFLLFSLGWV 5 252 

LLFLLFSLGWVQPSR 6 253 

LFSLGWVQPSRTLAG 7 254 

GWVQPSRTLAGETGQ 8 255 

PSRTLAGETGQEAAP 9 256 

TLAGETGQEAAPLDG 10X 257 

TGQEAAPLDGVLANP 11 258 

AAPLDGVLANPPNIS 12 259 

DGVLANPPNISSLSP 13 260 

ANPPNISSLSPRQLL 14 261 

NISSLSPRQLLGFPC 15 262 

LSPRQLLGFPCAEVS 16 263 

QLLGFPCAEVSGLST 17 264 

FPCAEVSGLSTERVR 18 265 

EVSGLSTERVRELAV 19 266 

LSTERVRELAVALAQ 20 267 

RVRELAVALAQKNVK 21 268 

LAVALAQKNVKLSTE 22 269 

LAQKNVKLSTEQLRC 23 270 

NVKLSTEQLRCLAHR 24 271 

STEQLRCLAHRLSEP 25 272 

LRCLAHRLSEPPEDL 26 273 

AHRLSEPPEDLDALP 27 274 

SEPPEDLDALPLDLL 28 275 

EDLDALPLDLLLFLN 29 276 

ALPLDLLLFLNPDAF 30 277 

DLLLFLNPDAFSGPQ 31 278 

FLNPDAFSGPQACTR 32 279 
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Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

DAFSGPQACTRFFSR 33 280 

GPQACTRFFSRITKA 34 281 

CTRFFSRITKANVDL 35 282 

FSRITKANVDLLPRG 36 283 

TKANVDLLPRGAPER 37 284 

VDLLPRGAPERQRLL 38 285 

PRGAPERQRLLPAAL 39 286 

PERQRLLPAALACWG 40 287 

RLLPAALACWGVRGS 41 288 

AALACWGVRGSLLSE 42 289 

CWGVRGSLLSEADVR 43 290 

RGSLLSEADVRALGG 44 291 

LSEADVRALGGLACD 45 292 

DVRALGGLACDLPGR 46 293 

LGGLACDLPGRFVAE 47 294 

ACDLPGRFVAESAEV 48 295 

PGRFVAESAEVLLPR 49 296 

VAESAEVLLPRLVSC 50 297 

AEVLLPRLVSCPGPL 51 298 

LPRLVSCPGPLDQDQ 52 299 

VSCPGPLDQDQQEAA 53 300 

GPLDQDQQEAARAAL 54 301 

QDQQEAARAALQGGG 55 302 

EAARAALQGGGPPYG 56 303 

AALQGGGPPYGPPST 57 304 

GGGPPYGPPSTWSVS 58 305 

PYGPPSTWSVSTMDA 59 306 

PSTWSVSTMDALRGL 60 307 

SVSTMDALRGLLPVL 61 308 

MDALRGLLPVLGQPI 62 309 

RGLLPVLGQPIIRSI 63 310 

PVLGQPIIRSIPQGI 64 311 

QPIIRSIPQGIVAAW 65 312 
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Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

RSIPQGIVAAWRQRS 66 313 

QGIVAAWRQRSSRDP 67 314 

AAWRQRSSRDPSWRQ 68 315 

QRSSRDPSWRQPERT 69 316 

RDPSWRQPERTILRP 70 317 

WRQPERTILRPRFRR 71 318 

ERTILRPRFRREVEK 72 319 

LRPRFRREVEKTACP 73 320 

FRREVEKTACPSGKK 74 321 

VEKTACPSGKKAREI 75 322 

ACPSGKKAREIDESL 76 323 

GKKAREIDESLIFYK 77 324 

REIDESLIFYKKWEL 78 325 

ESLIFYKKWELEACV 79 326 

FYKKWELEACVDAAL 80 327 

WELEACVDAALLATQ 81 328 

ACVDAALLATQMDRV 82 329 

AALLATQMDRVNAIP 83 330 

ATQMDRVNAIPFTYE 84 331 

DRVNAIPFTYEQLDV 85 332 

AIPFTYEQLDVLKHK 86 333 

TYEQLDVLKHKLDEL 87 334 

LDVLKHKLDELYPQG 88 335 

KHKLDELYPQGYPES 89 336 

DELYPQGYPESVIQH 90 337 

PQGYPESVIQHLGYL 91 338 

PESVIQHLGYLFLKM 92 339 

IQHLGYLFLKMSPED 93 340 

GYLFLKMSPEDIRKW 94 341 

LKMSPEDIRKWNVTS 95 342 

PEDIRKWNVTSLETL 96 343 

RKWNVTSLETLKALL 97 344 

VTSLETLKALLEVNK 98 345 
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Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

ETLKALLEVNKGHEM 99 346 

ALLEVNKGHEMSPQV 100 347 

VNKGHEMSPQVATLI 101 348 

HEMSPQVATLIDRFV 102 349 

PQVATLIDRFVKGRG 103 350 

TLIDRFVKGRGQLDK 104 351 

RFVKGRGQLDKDTLD 105 352 

GRGQLDKDTLDTLTA 106 353 

LDKDTLDTLTAFYPG 107 354 

TLDTLTAFYPGYLCS 108 355 

LTAFYPGYLCSLSPE 109 356 

YPGYLCSLSPEELSS 110 357 

LCSLSPEELSSVPPS 111 358 

SPEELSSVPPSSIWA 112 359 

LSSVPPSSIWAVRPQ 113 360 

PPSSIWAVRPQDLDT 114 361 

IWAVRPQDLDTCDPR 115 362 

RPQDLDTCDPRQLDV 116 363 

LDTCDPRQLDVLYPK 117 364 

DPRQLDVLYPKARLA 118 365 

LDVLYPKARLAFQNM 119 366 

YPKARLAFQNMNGSE 120 367 

RLAFQNMNGSEYFVK 121 368 

QNMNGSEYFVKIQSF 122 369 

GSEYFVKIQSFLGGA 123 370 

FVKIQSFLGGAPTED 124 371 

QSFLGGAPTEDLKAL 125 372 

GGAPTEDLKALSQQN 126 373 

TEDLKALSQQNVSMD 127 374 

KALSQQNVSMDLATF 128 375 

QQNVSMDLATFMKLR 129 376 

SMDLATFMKLRTDAV 130 377 

ATFMKLRTDAVLPLT 131 378 
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Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

KLRTDAVLPLTVAEV 132 379 

DAVLPLTVAEVQKLL 133 380 

PLTVAEVQKLLGPHV 134 381 

AEVQKLLGPHVEGLK 135 382 

KLLGPHVEGLKAEER 136 383 

PHVEGLKAEERHRPV 137 384 

GLKAEERHRPVRDWI 138 385 

EERHRPVRDWILRQR 139 386 

RPVRDWILRQRQDDL 140 387 

DWILRQRQDDLDTLG 141 388 

RQRQDDLDTLGLGLQ 142 389 

DDLDTLGLGLQGGIP 143 390 

TLGLGLQGGIPNGYL 144 391 

GLQGGIPNGYLVLDL 145 392 

GIPNGYLVLDLSMQE 146 393 

YLVLDLSMQEALSGT 147XX 394 

LDLSMQEALSGTPCL 148 395 

MQEALSGTPCLLGPG 149 396 

LSGTPCLLGPGPVLT 150 397 

PCLLGPGPVLTVLAL 151 398 

GPGPVLTVLALLLAS 152 399 

PVLTVLALLLASTLA 153 400 
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Tabla 17. Mezclas de péptidos de la biblioteca de péptidos de TERT humano y las correspondientes secuencias de 
aminoácidos 

Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

RRGAAPEPERTPVGQ 61 401 

APEPERTPVGQGSWA 62 402 

ERTPVGQGSWAHPGR 63 403 

VGQGSWAHPGRTRGP 64 404 

SWAHPGRTRGPSDRG 65 405 

PGRTRGPSDRGFCW 66 406 

RGPSDRGFCWSPAR 67 407 

DRGFCWSPARPAEE 68 408 

CWSPARPAEEATSL 69 409 

PARPAEEATSLEGAL 70 410 

AEEATSLEGALSGTR 71 411 

TSLEGALSGTRHSHP 72 412 

GALSGTRHSHPSVGR 73 413 

GTRHSHPSVGRQHHA 74 414 

SHPSVGRQHHAGPPS 75 415 

VGRQHHAGPPSTSRP 76 416 

HHAGPPSTSRPPRPW 77 417 

PPSTSRPPRPWDTPC 78 418 

SRPPRPWDTPCPPVY 79 419 

RPWDTPCPPVYAETK 80 420 

TPCPPVYAETKHFLY 81 421 

PVYAETKHFLYSSGD 82 422 

ETKHFLYSSGDKEQL 83 423 

FLYSSGDKEQLRPSF 84 424 

SGDKEQLRPSFLLSS 85 425 

EQLRPSFLLSSLRPS 86 426 

PSFLLSSLRPSLTGA 87 427 

LSSLRPSLTGARRLV 88 428 

RPSLTGARRLVETIF 89 429 

TGARRLVETIFLGSR 90 430 

RLVETIFLGSRPWMP 91 431 

TIFLGSRPWMPGTPR 92 432 
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Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

GSRPWMPGTPRRLPR 93 433 

WMPGTPRRLPRLPQR 94 434 

TPRRLPRLPQRYWQM 95 435 

LPRLPQRYWQMRPLF 96 436 

PQRYWQMRPLFLELL 97 437 

WQMRPLFLELLGNHA 98 438 

PLFLELLGNHAQCPY 99 439 

ELLGNHAQCPYGVLL 100 440 

NHAQCPYGVLLKTHC 101 441 

CPYGVLLKTHCPLRA 102 442 

VLLKTHCPLRAAVTP 103 443 

THCPLRAAVTPAAGV 104 444 

LRAAVTPAAGVCARE 105 445 

VTPAAGVCAREKPQG 106 446 

AGVCAREKPQGSVAA 107 447 

AREKPQGSVAAPEEE 108 448 

PQGSVAAPEEEDTDP 109 449 

VAAPEEEDTDPRRLV 110 450 

EEEDTDPRRLVQLLR 111 451 

TDPRRLVQLLRQHSS 112 452 

RLVQLLRQHSSPWQV 113 453 

LLRQHSSPWQVYGFV 114 454 

HSSPWQVYGFVRACL 115 455 

WQVYGFVRACLRRLV 116 456 

GFVRACLRRLVPPGL 117 457 

ACLRRLVPPGLWGSR 118 458 

RLVPPGLWGSRHNER 119 459 

PGLWGSRHNERRFLR 120 460 

GSRHNERRFLRNTKK 121 461 

NERRFLRNTKKFISL 122 462 

FLRNTKKFISLGKHA 123 463 

TKKFISLGKHAKLSL 124 464 

ISLGKHAKLSLQELT 125 465 
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Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

KHAKLSLQELTWKMS 126 466 

LSLQELTWKMSVRDC 127 467 

ELTWKMSVRDCAWLR 128 468 

KMSVRDCAWLRRSPG 129 469 

RDCAWLRRSPGVGCV 130 470 

WLRRSPGVGCVPAAE 131 471 

SPGVGCVPAAEHRLR 132 472 

GCVPAAEHRLREEIL 133 473 

AAEHRLREEILAKFL 134 474 

RLREEILAKFLHWLM 135 475 

EILAKFLHWLMSVYV 136 476 

KFLHWLMSVYVVELL 137 477 

WLMSVYVVELLRSFF 138 478 

VYVVELLRSFFYVTE 139 479 

ELLRSFFYVTETTFQ 140 480 

SFFYVTETTFQKNRL 141 481 

VTETTFQKNRLFFYR 142 482 

TFQKNRLFFYRKSVW 143 483 

NRLFFYRKSVWSKLQ 144 484 

FYRKSVWSKLQSIGI 145 485 

SVWSKLQSIGIRQHL 146 486 

KLQSIGIRQHLKRVQ 147 487 

IGIRQHLKRVQLREL 148 488 

QHLKRVQLRELSEAE 149 489 

RVQLRELSEAEVRQH 150 490 

RELSEAEVRQHREAR 151 491 

EAEVRQHREARPALL 152 492 

RQHREARPALLTSRL 153 493 

EARPALLTSRLRFIP 154 494 

ALL TSRLRFIPKPDG 155 495 

SRLRFIPKPDGLRPI 156 496 

FIPKPDGLRPIVNMD 157 497 

PDGLRPIVNMDYVVG 158 498 
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Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

RPIVNMDYVVGARTF 159 499 

NMDYVVGARTFRREK 160 500 

VVGARTFRREKRAER 161 501 

RTFRREKRAERLTSR 162 502 

REKRAERLTSRVKAL 163 503 

AERLTSRVKALFSVL 164 504 

TSRVKALFSVLNYER 165 505 

KALFSVLNYERARRP 166 506 

SVLNYERARRPGLLG 167 507 

YERARRPGLLGASVL 168 508 

RRPGLLGASVLGLDD 169 509 

LLGASVLGLDDIHRA 170 510 

SVLGLDDIHRAWRTF 171 511 

LDDIHRAWRTFVLRV 172 512 

HRAWRTFVLRVRAQD 173 513 

RTFVLRVRAQDPPPE 174 514 

LRVRAQDPPPELYFV 175 515 

AQDPPPELYFVKVDV 176 516 

PPELYFVKVDVTGAY 177 517 

YFVKVDVTGAYDTIP 178 518 

VDVTGAYDTIPQDRL 179 519 

GAYDTIPQDRLTEVI 180 520 

TIPQDRLTEVIASII 181 521 

DRLTEVIASIIKPQN 182 522 

EVIASIIKPQNTYCV 183 523 

SIIKPQNTYCVRRYA 184 524 

PQNTYCVRRYAVVQK 185 525 

YCVRRYAVVQKAAHG 186 526 

RYAVVQKAAHGHVRK 187 527 

VQKAAHGHVRKAFKS 188 528 

AHGHVRKAFKSHVST 189 529 

VRKAFKSHVSTLTDL 190 530 

FKSHVSTLTDLQPYM 191 531 
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Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

VSTLTDLQPYMRQFV 192 532 

TDLQPYMRQFVAHLQ 193 533 

PYMRQFVAHLQETSP 194 534 

QFVAHLQETSPLRDA 195 535 

HLQETSPLRDAVVIE 196 536 

TSPLRDAVVI EQSSS 197 537 

RDAVVIEQSSSLNEA 198 538 

VIEQSSSLNEASSGL 199 539 

SSSLNEASSGLFDVF 200 540 

NEASSGLFDVFLRFM 201 541 

SGLFDVFLRFMCHHA 202 542 

DVFLRFMCHHAVRIR 203 543 

RFMCHHAVRIRGKSY 204 544 

HHAVRIRGKSYVQCQ 205 545 

RIRGKSYVQCQGIPQ 206 546 

KSYVQCQGIPQGSIL 207 547 

QCQGIPQGSILSTLL 208 548 

IPQGSILSTLLCSLC 209 549 

SILSTLLCSLCYGDM 210 550 

TLLCSLCYGDMENKL 211 551 

SLCYGDMENKLFAGI 212 552 

GDMENKLFAGIRRDG 213 553 

NKLFAGIRRDGLLLR 214 554 

AGIRRDGLLLRLVDD 215 555 

RDGLLLRLVDDFLLV 216 556 

LLRLVDDFLLVTPHL 217 557 

VDDFLLVTPHLTHAK 218 558 

LLVTPHLTHAKTFLR 219 559 

PHLTHAKTFLRTLVR 220 560 

HAKTFLRTLVRGVPE 221 561 

FLRTLVRGVPEYGCV 222 562 

LVRGVPEYGCVVNLR 223 563 

VPEYGCVVNLRKTVV 224 564 
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Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

GCVVNLRKTVVNFPV 225 565 

NLRKTVVNFPVEDEA 226 566 

TVVNFPVEDEALGGT 227 567 

FPVEDEALGGTAFVQ 228 568 

DEALGGTAFVQMPAH 229 569 

GGTAFVQMPAHGLFP 230 570 

FVQMPAHGLFPWCGL 231 571 

PAHGLFPWCGLLLDT 232 572 

LFPWCGLLLDTRTLE 233 573 

CGLLLDTRTLEVQSD 234 574 

LDTRTLEVQSDYSSY 235 575 

TLEVQSDYSSYARTS 236 576 

QSDYSSYARTSIRAS 237 577 

SSYARTSIRASLTFN 238 578 

RTSIRASLTFNRGFK 239 579 

RASLTFNRGFKAGRN 240 580 

TFNRGFKAGRNMRRK 241 581 

GFKAGRNMRRKLFGV 242 582 

GRNMRRKLFGVLRLK 243 583 

RRKLFGVLRLKCHSL 244 584 

FGVLRLKCHSLFLDL 245 585 

RLKCHSLFLDLQVNS 246 586 

HSLFLDLQVNSLQTV 247 587 

LDLQVNSLQTVCTNI 248 588 

VNSLQTVCTNIYKIL 249 589 

QTVCTNIYKILLLQA 250 590 

TNIYKILLLQAYRFH 251 591 

KILLLQAYRFHACVL 252 592 

LQAYRFHACVLQLPF 253 593 

RFHACVLQLPFHQQV 254 594 

CVLQLPFHQQVWKNP 255 595 

LPFHQQVWKNPTFFL 256 596 

QQVWKNPTFFLRVIS 257 597 
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Secuencia de aminoácidos Péptido # SEQ ID NÚM. 

KNPTFFLRVISDTAS 258 598 

FFLRVISDTASLCYS 259 599 

VISDTASLCYSILKA 260 600 

TASLCYSILKAKNAG 261 601 

CYSILKAKNAGMSLG 262 602 

LKAKNAGMSLGAKGA 263 603 

NAGMSLGAKGAAGPL 264 604 

SLGAKGAAGPLPSEA 265 605 

KGAAGPLPSEAVQWL 266 606 

GPLPSEAVQWLCHQA 267 607 

SEAVQWLCHQAFLLK 268 608 

QWLCHQAFLLKLTRH 269 609 

HQAFLLKLTRHRVTY 270 610 

LLKLTRHRVTYVPLL 271 611 

TRHRVTYVPLLGSLR 272 612 

VTYVPLLGSLRTAQT 273 613 

PLLGSLRTAQTQLSR 274 614 

SLRTAQTQLSRKLPG 275 615 

AQTQLSRKLPGTTLT 276 616 

LSRKLPGTTLTALEA 277 617 

LPGTTLTALEAAANP 278 618 

TLTALEAAANPALPS 279 619 

LEAAANPALPSDFKT 280 620 

AANPALPSDFKTILD 281 621 
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Tabla 18. Mezcla de péptidos 

Antígeno Mezclas de péptidos 

MUC1 116 péptidos 15-mer secuenciales, superpuestas en 11 aminoácidos, que abarcan los aminoácidos 1-224 
y 945-1255 de la proteína precursora de MUC1 de la SEQ ID NÚM.: 1 (secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NÚM.: 8) 

MSLN 153 péptidos 15-mer secuenciales, superpuestas en 11 aminoácidos, que abarcan la secuencia precursora 
de MSLN entera de la SEQ ID NÚM.: 2. 

TERT 221 péptidos 15-mer secuenciales, superpuestas en 11 aminoácidos, que abarcan la secuencia de 
proteína de TERT∆240 de la SEQ ID NÚM.: 10 (aminoácidos 239-1132 de la SEQ ID NÚM.: 3 (894 
aminoácidos totales, (excluyendo los primeros 238 aminoácidos de la proteína precursora de TERT de 
longitud completa nativa de la SEQ ID NÚM.: 3) 

 

Tabla 19. Péptidos 2A 

Péptido 2A Secuencia de aminoácidos 

FMD2A QTLNFDLLKLAGDVESNPGP 

T2A EGRGSLLTCGDVEENPGP 

EMC2A HYAGYFADLLIHDIETNPGP 

ERA2A QCTNYALLKLAGDVESNPGP 

ERB2A TILSEGATNFSLLKLAGDVELNPGP 

PT2A ATNFSLLKQAGDVEENPGP 

 

Ejemplo 7. Combinación de vacunas con inmunomoduladores 5 

El siguiente ejemplo es proporcionado para ilustrar los efectos mejorados de inhibición del crecimiento tumoral cuando 
se administró una vacuna anti-cáncer en combinación con un anticuerpo de antígeno citotóxico linfocito T (CTLA4) y/o 
un inhibidor de indolamina 2,3-dioxigenasa 1 (IDO1). 

Procedimientos de estudio. 

A los ratones BALB-neuT se les implantaron en el día de estudio 0 células tumorales TUBO mediante inyección 10 
subcutánea. Los ratones fueron tratados con 200 mg/kg de 3-(5-fluoro-1H-indol-3-il)pirrolidina-2,5-diona (inhibidor de 
IDO1) o vehículo dos veces al día desde el día de estudio 7 usando cebadura oral. A los grupos de comparación se les 
administró una dosis simulada con vehículo desde el día de estudio 7 en adelante. Los ratones adecuados fueron 
inmunizados el día 10 del estudio con 1 e10 partículas virales de un vector de adenovirus manipulado para expresar 
HER2 de rata (rHER2) (vacuna rHER2) o vector que carece del transgén rHER2 (vacuna de control), mediante inyección 15 
intramuscular. Posteriormente, se inyectaron 250 μg de un anticuerpo anti-CTLA4 (anticuerpo monoclonal murino para 
CTLA-4, clon 9D9) o un anticuerpo monoclonal de control de isotipo IgG2 por vía subcutánea en proximidad estrecha de 
los ganglios linfáticos drenantes del sitio de la inyección del vector de adenovirus. Cada dos semanas a partir de 
entonces, los ratones fueron inmunizados con 100 µg de un plásmido de ADN que codifica rHER2 (vacuna rHER2) o un 
plásmido de ADN que carece del transgén rHER2 (vacuna de control) por electroporación. Después de la administración 20 
del plásmido de ADN, se inyectaron 250 µg del anticuerpo anti-CTLA4 por vía subcutánea en proximidad estrecha de 
los ganglios linfáticos drenantes del sitio de la inyección del plásmido de ADN. Para seguir la progresión tumoral, se 
midieron los volúmenes tumorales subcutáneos dos veces por semana durante todo el estudio. Se sacrificaron los 
animales con volúmenes tumorales subcutáneos que alcanzaron los 2000 mm3 o que presentaban signos irreversibles 
de enfermedad. 25 

Resultados. 

Los volúmenes tumorales subcutáneos de animales individuales en cada grupo de tratamiento son presentados en las 
Tablas 20-A-20-H. 

No fue observado ningún efecto sobre las tasas de crecimiento tumoral en ratones tratados con el anticuerpo anti-CTLA4 
solo o con el inhibidor de IDO1 solo. Sin embargo, fueron observadas tasas de crecimiento más lentas en algunos de los 30 
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animales tratados con la vacuna rHER2 sola. Los ratones tratados con la vacuna rHER2 en combinación con el anticuerpo 
anti-CTLA4 y los ratones tratados con la vacuna rHER2 en combinación con el inhibidor de IDO1 tenían tasas de 
crecimiento tumoral reducidas en comparación con los animales de control correspondientes. La inhibición del crecimiento 
tumoral fue más pronunciada en ratones tratados con la vacuna rHER2, el anticuerpo anti-CTLA4, y el inhibidor IDO1. 

  5 
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Listado de secuencias sin procesar 

SEQ ID NÚM.: 1. Proteína de isoforma 1 de MUC1 (Polipéptido de referencia, Uniprot P19541-1) (humano) 

 

SEQ ID NÚM.: 2. Proteína precursora de isoforma 2 de Mesotelina (Polipéptido de referencia, Uniprot Q13421-3) 5 
(humano) 

 

SEQ ID NÚM.: 3. Proteína de isoforma 1 de TERT (Polipéptido de referencia, Genbank AAD30037, Uniprot O14746-
1) (humano) 

 10 
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 5 

 

 

 

 

 10 

 

  

SEQ ID NÚM.: 4 AdC68Y vacío 
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 5 

SEQ ID NÚM.: 5 Plásmido 1103 ORF (cMSLN) 

 

SEQ ID NÚM.: 6 Plásmido 1103 Polipéptido (cMSLN) 

 

 10 
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SEQ ID NÚM.: 7 Plásmido 1027 ORF (MUC1) 

 

SEQ ID NÚM.: 8 Plásmido 1027 Polipétido (537 aa) (MUC1) 

 

 5 

SEQ ID NÚM.: 9 Plásmido 1112 ORF (TERT240) 
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 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

SEQ ID NÚM.: 10 Plásmido 1112 Polipéptido (TERT240) 

  

 20 
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SEQ ID NÚM.: 11 Plásmido 1112 ORF (TERT541) 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 

 

 

 

SEQ ID NÚM.: 12 Plásmido 1112 Polipéptido (TERT541) 

 20 
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SEQ ID NÚM.: 13 Plásmido 1325 ORF (TERT343) 

 

 

SEQ ID NÚM.: 14 Plásmido 1326 Polipéptido (TERT343) 

 5 
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SEQ ID NÚM.: 15 Plásmido 1197 ORF (CMUC1) 

 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

SEQ ID NÚM.: 16 Plásmido 1197 Polipéptido (CMUC1) 
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SEQ ID NÚM.: 17 Plásmido 1316 ORF 

 

 

 

 5 

 

 

 

 

 10 

 

 

 

 

 15 
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SEQ ID NÚM.: 18 Plásmido 1316 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 19 Plásmido 1313 ORF 

 

 

 

 5 
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SEQ ID NÚM.: 20 Plásmido 1313 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 21 Plásmido 1159 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 22 Plásmido 1159 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 23 Plásmido 1158 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 24 Plásmido 1158 Polipéptido 

 

 

 5 
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SEQ ID NÚM.: 25 Plásmido 1269 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 26 Plásmido 1269 Polipéptido 

 

SEQ ID NÚM.: 27 Plásmido 1270 ORF 

 5 

 

ES 2 811 523 T3

 



 

109  

   

ES 2 811 523 T3

 



 

110  

SEQ ID NÚM.: 28 Plásmido 1270 Polipéptido 

 

 

SEQ ID NÚM.: 29 Plásmido 1271 ORF 

 5 
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SEQ ID NÚM.: 30 Plásmido 1271 Polipéptido 

 

 

  5 

ES 2 811 523 T3

 



 

113  

SEQ ID NÚM.: 31 Plásmido 1286 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 32 Plásmido 1286 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 33 Plásmido 1287 ORF 
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 SEQ ID NÚM.: 34 Plásmido 1287 Polipéptido 

 

 

 5 
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SEQ ID NÚM.: 35 Plásmido 1072 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 36 Plásmido 1272 Polipéptido  

 

SEQ ID NÚM.: 37 Plásmido 1273 ORF 

 5 
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SEQ ID NÚM.: 38 Plásmido 1273 Polipéptido  

 

SEQ ID NÚM.: 39 Plásmido 1274 ORF  
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SEQ ID NÚM.: 40 Plásmido 1274 Polipéptido  
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SEQ ID NÚM.: 41 Plásmido 1275 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 42 Plásmido 1275 Polipéptido  
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SEQ ID NÚM.: 43 Plásmido 1317 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 44 Plásmido 1317 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 45 Plásmido 1318 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 46 Plásmido 1318 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 47 Plásmido 1319 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 48 Plásmido 1319 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 49 Plásmido 1320 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 50 Plásmido 1320 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 51 Plásmido 1321 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 52 Plásmido 1321 Polipéptido 

  5 
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SEQ ID NÚM.: 53 Plásmido 1322 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 54 Plásmido 1322 Polipéptido 

 

SEQ ID NÚM.: 55 Plásmido 1351 ORF 

 5 
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SEQ ID NÚM.: 56 Plásmido 1351 Polipéptido 

 

 

 5 
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SEQ ID NÚM.: 57 Plásmido 1352 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 58 Plásmido 1352 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 59 Plásmido 1353 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 60 Plásmido 1353 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 61 Plásmido 1354 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 62 Plásmido 1354 Polipéptido 
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SEQ ID NÚM.: 63 Plásmido 1355 ORF 
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SEQ ID NÚM.: 64 Plásmido 1355 Polipéptido 

 

SEQ ID NÚM.: 65 Plásmido 1356 ORF 

 5 
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SEQ ID NÚM.: 66 Plásmido 1356 Polipéptido 
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PÉPTIDOS 2A (SEQ ID NÚM.s: 67-74): 

Todos los péptidos 2A comienzan con un ligador de glicina-serina-glicina (GSG) codificado por la secuencia de ácido 
nucleico GGATC-CGGC  5 

SEQ ID NÚM.: 67 Virus de encefalomiocarditis (EMCV) 2A. Secuencia de nucleótidos 

 

SEQ ID NÚM.: 68. Virus de encefalomiocarditis (EMCV) 2A Secuencia de aminoácidos: 

GSGRIFNAHYAGYFADLLIHDIETNPGP 

SEQ ID NÚM.: 69. Virus de Thosea Asigna Virus (TAV) 2A Secuencia de nucleótidos: 10 

ggatccggcgagggcagaggcagcctgctgacatgtggcgacgtggaagagaaccctggcccc  

SEQ ID NÚM.: 70. Virus de Thosea Asigna (TAV) 2A Secuencia de aminoácidos: 

GSGEGRGSLLTCGDVEENPGP 

SEQ ID NÚM.: 71 Virus de rinitis equina 2 (ERBV) 2A. Secuencia de nucleótidos 

 15 

SEQ ID NÚM.: 72. Virus de rinitis equina B (ERBV) 2A Secuencia de aminoácido: 

GSGTILSEGATNFSLLKLAGDVELNPGP 

SEQ ID NÚM.: 73. Teschovirus porcino (PTV) 2A Secuencia de nucleótidos: 

ggatccggcgccaccaatttcagcctgctgaaacaggccggcgacgtggaagagaaccctggccct  

SEQ ID NÚM.: 74. Teschovirus porcino (PTV) 2A Secuencia de aminoácido: GSGATNFSLLKQAGDVEENPGP 20 
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Los cebadores usados para la construcción de plásmidos son descritos en los Ejemplos: 

Cebador  SECUENCIA (5’ A 3’) Cadena  SEQ ID NÚM. 

EMCV_cMSLN_F 
- 33 

 

 

 

Sentido 

75 

 

EMCV_Muc1_R - 
35 

 

 

Antisentido 

76 

 

EMCV2A_F - 34 

 

 

 

Sentido 

77 

 

EMCV2A_R - 36 

 

 

 

Antisentido 

78 

f MSLN 1028 - 
1051 

TTCTGAAGATGAGCCCCGAGGACA Sentido 79 

f Muc 960 - 983 CGGCGTCTCATTCTTCTTTCTGTC Sentido 80 

 

f pmed Nhe 
cMSLN 

 

 

 

Sentido 

81 

 

f pmed Nhe 
cytMuc 

 

 

 

Sentido 

82 

 

f pmed Nhe Muc 

 

 

 

Sentido 

83 

 

f pmed Nhe 
Ter240 

 

 

 

Sentido 

84 

f tert 1584 -1607 TCTCACCGACCTCCAGCCTTACAT Sentido 85 

f tert ink cMSLN ACGGAGGCTCCGGCGGACTGGCTGGCGAGACAGGACA Sentido 86 

f tg link Ter240 TGGGAGGCTCCGGCGGAGGAGCTGCCCCGGAGCCGG Sentido 87 

 

f1 EM2A Muc 

 

 

 

Sentido 

88 

 

f1 ERBV2A cMuc 

 

 

 

Sentido 

89 

 

f1 ERBV2A Muc 

  

Sentido 

90 
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Cebador  SECUENCIA (5’ A 3’) Cadena  SEQ ID NÚM. 

 

f1 ERBV2A Ter 
d342 

 

 

 

Sentido 

91 

 

f1 ERBV2A 
Ter240 

 

 

 

Sentido 

92 

 

f1 ERBV2A Tert 
d541 

 

 

 

Sentido 

93 

 

f1 PTV2A cMSLN 

 

 

 

Sentido 

94 

 

f1 PTV2A Muc 

 

 

 

Sentido 

95 

 

f1 T2A cMSLN 

 

 

 

Sentido 

96 

f1 T2A Tert d342  

 

 

 

Sentido 97 

 

f1 T2A Tert d541 

 

 

 

Sentido 

98 

 

f1 T2A Tert240 

 

 

 

Sentido 

99 

 

f2 EMCV2A 

 

 

 

Sentido 

100 

 

f2 ERBV2A 

 

 

 

Sentido 

101 

 

f2 PTV2A 

 

 

 

Sentido 

102 
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Cebador  SECUENCIA (5’ A 3’) Cadena  SEQ ID NÚM. 

 

f2 T2A 

 

 

 

Sentido 

103 

pMED_cMSLN_R 
- 37 

 

 

 

Antisentido 

104 

 

pMED_MUC1_F 
- 31 

 

 

 

Sentido 

105 

 

r EM2A Bamh 
cMSLN 

 

 

 

Antisentido 

106 

 

r ERB2A Bamh 
Muc 

 

 

 

Antisentido 

107 

r ERB2A Bamh 
Ter240  

 

Antisentido 

108 

r link cMSLN TCCGCCGGAGCCTCCCAGGGCTTCCTGCATGCTCAGGT Antisentido 109 

r link muc TCCGCCGGAGCCTCCCAGGTTGGCGGAGGCAGCG Antisentido 110 

 

r link Tert240  

 

Antisentido 

111 

r MSLN 1051-
1033 

TGTCCTCGGGGCTCATCTT Antisentido 112 

r muc 986 - 963 AAGGACAGAAAGAAGAATGAGACG Antisentido 113 

 

r pmed Bgl 
cMSLN 

 

 

 

Antisentido 

114 

 

r pmed Bgl Muc 

 

 

 

Antisentido 

115 

 

r pmed Bgl 
Ter240 

 

 

 

Antisentido 

116 

r PTV2A Bamh 
cMSLN 

 

 

 

Antisentido 

117 
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Cebador  SECUENCIA (5’ A 3’) Cadena  SEQ ID NÚM. 

 

r PTV2A Bamh 
Muc 

 

 

 

Antisentido 

118 

 

r T2A Bamh 
cMSLN 

 

 

Antisentido 

119 

 

r T2A Tert240 

 

 

 

Antisentido 

120 

r tert 1602 -1579 AGGCTGGAGGTCGGTGAGAGTGGA Antisentido 121 

 

r2 T2A 

 

 

 

Antisentido 

122 

 

Tert343-f 

 

 

 

Sentido 

123 

 

Tert-R 

 

 

 

Antisentido 

124 

 

Tert 541-F 

 

 

 

Sentido 

125 

 

r TERT co# pMed 

 

 

 

Antisentido 

126 

 

f pmed TERT 
241G 

 

 

 

Sentido 

127 

MSLN34 CAACAAGCTAGCCTGGCTGGCGAGACAGGACA Sentido 128 

MSLN598 CAACAAAGA TCTTT ACAGG GCTTCCTG CA TGCACAG Antisentido 129 

ID1197F ACCCTGTGACGAACATGGCTAGC Sentido 130 

ID1197R AGATCTGGGCCCTAACA Antisentido 131 
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REIVINDICACIONES 

1. Un constructo de múltiples antígenos, que comprende una molécula de ácido nucleico comprendiendo: (i) al menos 
una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de MSLN inmunogénico; (ii) al menos una secuencia de 
nucleótidos que codifica un polipéptido de MUC1 inmunogénico; y (iii) al menos una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido de TERT inmunogénico; en el que: 5 

(i) el polipéptido de MUC1 inmunogénico comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo 
que consiste en: (1) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 8; (2) una secuencia de aminoácidos 
que comprende los aminoácidos 4-537 de la SEQ ID NÚM.: 8 y (3) una secuencia de aminoácidos que 
comprende los aminoácidos 24-537 de la SEQ ID NÚM.: 8; 

(ii) el polipéptido de MSLN inmunogénico comprende (1) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 10 
NÚM.: 6; o (2) una secuencia de aminoácidos que comprende los aminoácidos 4-564 de la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 6; y 

(iii) el polipéptido de TERT inmunogénico comprende: (1) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NÚM.: 10; o (2) una secuencia de aminoácidos que comprende los aminoácidos 2-892 de la SEQ ID NÚM.: 
10. 15 

2. El constructo de múltiples antígenos de acuerdo con la reivindicación 1, en el que: (i) el polipéptido de MUC1 
inmunogénico comprende la secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en: 

(1) la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 8; y 

(2) una secuencia de aminoácidos que comprende los aminoácidos 4-537 de la SEQ ID NÚM.: 8. 

3. El constructo de múltiples antígenos de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el polipéptido de MSLN 20 
inmunogénico comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 6. 

4. El constructo de múltiples antígenos de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el polipéptido de TERT 
inmunogénico comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 10. 

5. El constructo de múltiples antígenos de acuerdo con la reivindicación 1, en el que: 

(i) el polipéptido de MUC1 inmunogénico comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 8; 25 

(ii) el polipéptido de MSLN inmunogénico comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 
6; y 

(iii) el polipéptido de TERT inmunogénico comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 
10. 

6. El constructo de múltiples antígenos de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la secuencia de nucleótidos que 30 
codifica el polipéptido de MUC1 inmunogénico es la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 7 o una de sus 
variantes degeneradas. 

7. El constructo de múltiples antígenos de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la secuencia de nucleótidos que 
codifica el polipéptido de MSLN inmunogénico es la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 5 o una de sus 
variantes degeneradas. 35 

8. El constructo de múltiples antígenos de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la secuencia de nucleótidos que 
codifica el polipéptido de TERT inmunogénico es la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 9 o una de sus 
variantes degeneradas. 

9. El constructo de múltiples antígenos de acuerdo con la reivindicación 1, en el que; 

(i) la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido de MUC1 inmunogénico es la secuencia de 40 
nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 7 o una de sus variantes degeneradas; 

(ii) la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido de MSLN inmunogénico es la secuencia de 
nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 5 o una de sus variantes degeneradas; y 

(iii) la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido de TERT inmunogénico es la secuencia de 
nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 9 o una de sus variantes degeneradas. 45 

10. El constructo de múltiples antígenos de acuerdo con la reivindicación 5, que comprende una secuencia de 
nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NÚM.: 44, 46, 48, 50, 52 o 54. 
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11. El constructo de múltiples antígenos de acuerdo con la reivindicación 5, que comprende una secuencia de 
nucleótidos seleccionada de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 43, 45, 47, 49, 51 y 53 o una variante 
degenerada de la secuencia de nucleótidos de la SEQ ID NÚM.: 43, 45, 47, 49, 51 o 53. 

12. Un vector que comprende un constructo de múltiples antígenos de acuerdo con una cualquiera de las 

reivindicaciones 1-11. 5 

13. Una composición que comprende un constructo de múltiples antígenos de acuerdo con una cualquiera de las 
reivindicaciones 1-11. 

14. Una composición farmacéutica que comprende: (i) un constructo de múltiples antígenos de acuerdo con una 
cualquiera de las reivindicaciones 1-11 y (ii) un portador farmacéuticamente aceptable. 

15. La composición farmacéutica de acuerdo con la reivindicación 14, que además comprende un inmunomodulador 10 
seleccionado del grupo que consiste en un inhibidor de CTLA-4, un inhibidor de IDO1, un inhibidor de PD-1, o un 
inhibidor de PD-L1. 

16. La composición farmacéutica de acuerdo con la reivindicación 14 para su uso en un procedimiento de tratamiento 

del cáncer en un paciente. 

17. La composición farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicación 16, en el que el cáncer sobreexpresa 15 

uno o más antígenos asociados con tumores seleccionados de MUC1, MSLN, o TERT. 

18. La composición farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicación 16, en la que el cáncer es cáncer de 

mama, cáncer de ovario o cáncer de páncreas. 

19. La composición farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicación 16, en la que el cáncer es cáncer de 

mama triple negativo. 20 

20. La composición farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicación 16, en la que dicho procedimiento 

comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de un inmunomodulador seleccionado del grupo que 
consiste en un inhibidor de CTLA-4, un inhibidor de IDO1, un inhibidor de PD-1 y un inhibidor de PD-L1. 
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