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COMPOBICIONES MEJORADORAS INMUNOMODULADORAS Y NEUTRALIZANTES DE

ANTICUERPOS

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

Esta invencién en el campo de la biologia celular, la
psicologia y la medicina se relaciona con las composiciones
bioactivas que contienen una combinacién de antigeno vy
anticuerpos heterélogos para producir una camposicidn
inmunomoduladora para el uso en el tratamiento de infecciones

inmunosupresoras.

ANTECEDENTE DE LA INVENCION

Sin limitarnos al alcance de la invencién, se describe su
antecedente en relaciédn con los virus, por ejemplo el SIV y el
HIV.

El sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) se
reconoce como una epldemia en varias partes del mundo,
incluyendo los Estados Unidos. El Virus de Inmunodeficiencia
Adquirida (HIV-1), un retrovirus, ha sido identificado como la
causa etiolégica de la enfermedad. El1 HIV-1 se identificé
previamente come el Virus Linfotrépico de Célula T Tipo III
(HTVL-III) y el Virus Asociado con Linfadenopatia (LAV). Hasta
la fecha, se han identificado dos virus relacionados pero

distintos HIV-2 y HIV-3. El HIV-2 estd intimamente relacionado



con el Virus de Inmunodeficiencia Simiana (SIV-mac), que causa
una efermedad tipo SIDA en los macacos. lLas alineaciones dellas
secuencias nucledtidas de HIV-2 y SIV revelan una homologia
considerable entre el HIV-2 y el SIC-mac. Estos dos virus
comparten aproximadamente el 75% de 1la homologia de 1la
secuencia nucledtida total, pero los dos estdn relacionados de
manera distante con el HIV-1 con aproximadamente un 40% de
homologia. Se han identificado subcepas de HIV-1, HIV-2 y HIV-
3. Se han identificado todas las cepas y subcepas que se pueden
referir de manera individval al HIV-1, HIV-2 y HIV-3. Se han
identificado todas las cepas y subcepas que se pueden referir
de manera individuval al HIV-1l, HIV-2 y HIV-3 y sus subcepas
pueden causar inmunosupresién en los seres humanos.

Los grupos con alto riesgo de infeccién con HIV incluyen
los hombres homosexuales y bisexuales y los que abusan del uso
de drogas mediante inyeccién. Antes del advenimiento de los
reactivos que haclan screening en gran escala para los
anticuerpos de HIV disponibles, los grupos de alto riesgo
incluian los receptcres de transfusién de sangre entera. Otros
grupos de alto riesgo facil de predecir son las mujeres
inseminadas artificialmente con esperma de donantes infectados,
parejas sexuales de los infectados con HIV, receptores de
é6rganos y fetos en las mujeres infectadas con HIV. La evidencia

indica que el HIV se transmite heterosexualmente.



En la actualidad, las terapias en uso por lo general se
limitan a regimenes disefiados para tratar las infecciones
oportunistas y las neoplasias asociadas con el SIDR y sus
enfermedades relacionadas y dirigirse al ciclo replicativo del
virus. Sin embargo, existen muy pocos tratamientos disponibles
que se vinculan con el HIV, la causa subyacente del SIDA, una
enfermedad fatal. Entre las drogas antivirales Yy
antirretrovirales conocidas, que 8Se cree gque simplemente
disminuyen la replicacién viral y que no curan la enfermedad,
se encuentran 1la azidotimidina (AZT), interferdén alfa,
interfer6n gamma, azimexon & isopinosina.

Se han informado remisiones de algunos Sarcomas de Karposi
después del tratamiento con alfa interferén, pexro otras drogas
antivirales no demostraron ser efectivas contra las infecciones
del HIV. Los inmunomoduladores, tal como la cimetidina y la
interleuquina-2, que se proponen para estimular las células T y
la actividad natural de la célula asesina (killer), también han
sido reportados como fitiles en el tratamiento del SIDA. Se han
hecho afirmaciones similares en relacién con la indometacina,
on antiinflamatorio e inhibidor de 1la protaglandina. En
resumen, los métodos actuales para tratar a los pacientes
infectados con HIV, son pocos, y bastante ineficaces.

Ademis del HIV, una serie de enfermedades infecciosas son

causadas por organismos patogénicos inmunosupresores. Esatos



estados de la enfermedad con frecuencia estidn acompafiados por
otras infecciones y/o enfermedades oportunistas debido al
sistema inmune comprometido de los pacientes afectados.

Existe nueva evidencia de que las nuevas epidemias emergen
en todos los paises desarrollados, en vias desarrollo vy
subdesarrollados del mundo. Por ejemplo, solamente en
Sudéfrica, el déno causado por el HIV se confirma mediante el
hallazgo de que mis del 14% de sus casi 40 millones de
ciudadanos estdn infectados con HIV. Para el aflo 2010, se
supone que el indice de infeccién nacional en Sudafrica
alcanzard el 25%. En otras partes del mundo, se supone que la
expectativa de vida de la poblacién adulta disminuird de 10 a
15 afios para el afio 2010. La devastacién humana, el dolor, el
sufrimiento y por dltimo la muerte para las victimas se estén
presentando en 4indices nunca vistos en la historia de 1la
humanidad.

En la actualidad, los indices de casos reportados de
infecciones de HIV estdn en aumento en proporciones geométricas
y los tratamientos clinicos representan mejorias marginales en
el manejo del cuidado de la salud en esta &rea. La rapida
expansién de la infeccién HIV estd fuera de control. A menos
que se encuentren tratamlientos mejorados, la perspectiva futura

para el estado de la salud mundial es desconsoladora.



Ademds de los genes que codifican las proteinas
estructurales (el viridén cépside y las glicoproteinas de
envoltura) y las enzimas requeridas para la sintesis proviral y
la integracién comin a todos los retrovirus, el HIV y el SIV
codifica genes que regulan la replicacién del virus asi como
también genes que codifican proteinas de funciones aftn
desconocidas. La finica diferencia notable en las organizaciones
genéticas de HIV y SIV reside en el marco de lectura abierta
referido como vpx, gque estd ausente en HIV-1 y vpu en HIV-1
pero no en HIV-2 y SIV. Estos virus son tanto trépicos como
citopdticos para los linfocitos-T positivos CD4. Una gran
cantidad de estudios han indicado que las células CD4 funcionan
como una incubadora para la replicacién viral.

Se ha observado cierto éxito terapéutico después del
tratamiento con inmunoglobulina intravenosa en nifios infectados
con HIV (Clavelli, et al., Padiatr. Infec. Dis. 555207 (1986)).
Se ha propuesto gue este tratamiento puede ser particularmente
beneficioso para los nifios infectados con HIV. Estos nifios
exhiben una mayor susceptibilidad a las infecclones bacterianas
y virales debido a los efectos destructivos de la infeccién del
HIV-1 y debido a que los lactantes poseen un sistema inmune
inmaduro. Los anticuerpos especificos anti-HIV-1 pueden tener
efectos protectores contra la infeccién. La administracién

pasiva de inmunoglobulina de pacientea asintomdticos HIV-1



positivos ha conducido a una mejoria clinica temporaria en
estos pacientes (Wendlex, et al, AIDS Res. And Hum.
Retroviruses 3:177 (1987) y Rank et al., Clin, Exp. Immunol.
69:231 (1987)). Otro estudio ha demostrado que los nifios
nacidos de madres con HIV-1 positivo tienen menox probabilidad
de ser infectados con HIV-1 si poseen suero con alta actividad
neutralizante (Broliden, et al., AIDS 3:577 (1989)).

Estos estudios indican que la presencia de anticuerpos
maternos pueden conferir proteccidn cuando se pasan de una
madre a un nifio. Sin embargo, la transfusiém de suero de
individuos infectados con HIV-1, no es factible en larga escala
desde un punto de vista logistico. Por otra parte, no es
probable tener una amplia aplicacién ya que se ha identificado
una serie de subcepas que evadirian la inmunovigilancia.

Una fuente de immunoglobulina protectora para los pacientes
infectados con HIV-1 es de 1los pacientes qgue ya estén
infectados. El uso de antisueros humanos a partir de individuos
infectados trae consigo el riesgo obvio de infecciédn adicional
para el paciente infectado y los profesionales que trabajan
para el cuidado de la salud. Ademis, dicha inmunoglobulina
puede contener particulas de wvirus que podrian ser infecciosas
para las poblaciones tratadas, complicando de este modo 1la
produccién de antisveros si no finalmente también la terapia

del paciente.



RESUMEN DE LA INVENCIGM

La invencién expuesta se relaciona, en un aspecto, con
composiciones farmacéuticas que contienen como principios
activos de las mismas (1) anticuerpos heterélogos con un
organismo patogénico, tal como un wvirus, bacterias, hongo,
veneno, polen y similares, para los cuales los anticuerpos son
especificos o para los cuales tienen una reaccibén cruzada; y
(2) el antigeno para el cual los antigenos heterdlogos son
especificos o para los cuales tienen una reaccibébn cruzada. lLos
anticuerpos reactivos o con reaccidn cruzada pueden ser
policlonales o monoclonales. La presente invencién se basa en
el reconocimlento de que los anticuerpos naturales reaccionan o
reaccionan en forma cruzada con los anticuerpos heterdlogos.
Por anticuerpos heterélogos, se entiende que los anticuerpos
derivan de una fuente diferente que el huésped o el sistema
inmunoldgico objeto.

Como una ilustracién de la producciédn de anticuerpos
patogénicos reactivos, el suero policlonal anti-HIV se produce
inmunizando wun animal con 1lisato wviral HIV, es decir,
componentes purificados o semi-purlficados de virus vivos o
inactivados. De manera alternativa, el ADN aislado del virus
HIV se puede usar para producir antigeno HIV mediante métodos
recombinantes. Una variedad de animales se pueden inmunizar con

tal 1lisato incluyendo ratones, conejos, caballos, vacas,



burroa, ovejas, cerdos, seres humanos, monos y primates
(incluyendo los seres humanos) para producir anticuerpos
heterbélogos. Cuando se cruzan las especies, se usa el término
heterélogo ya que los anticuerpos son de una fuente diferente.
La transferencia pasiva de anticuerpos xenogénicos se ha usado
durante mucho tiempo en el caso de la madre y el hijo con Rh
disimil en la forma de RhoGam®. E1 problema con la
transferencia del anticuerpo zenogénico, sin embargo, es que el
huésped puede desarrollar una fuerte respuesta inmune a los
anticuerpos transferidos.

Histéricamente, se reconocié especificamente que en los
pacientes <con sistemas inmunolégicos normales, estaria
contraindicado inmurizar con grandes proteinas extrafias, tal
como complejos anticuerpo xenogénico-antigeno. En la mayoria de
los casos, estaria contraindicado proporcionar inmunidad pasiva
con anticuerpos xenogénicos, ya que Se armaria una fuerte
respuesta inmune normalmente contra esos anticuerpos. Sin
embargo, debido a las similitudes entre el sistema inmunoldégico
de la cabra y el sistema inmunolégico del ser humano, la
inoculacién a un humano con un sistema inmunolégico normal con
anticuerpos de cabra no resultarid en las reacciones severas del
complejo inmune que habitualmente se anticipan con otras
proteinas animales. La presente invencién se basa en el

reconocimiento de que los pacientes inmuno-suprimidos que deben
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recibir la inoculaciédn de la presente invencidén no tienen
gistema inmunclégico normales. En realidad, las composiciones y
el método de la presente invencién se diseflan para activar el
sistema inmunolégico huésped activando las respuestas naturales
e inmano adquiridas.

Los seres humanos, otros primates y las cabras se pueden
usar para producir anticuerpos para uso en la presente
invencién, siendoc la cabra un animal particularmente Gtil para
este propésito. La discusiédn que sigue se centra en la cabra.
El ingrediente anticuerpo presente en laas composiciones
bioactivas de esta invenciédn puede ser de origen de cabra macho
0 hembra. En una realizacién de esta invencién, los anticuerpos
anti-HIV1l se producen administrando a una cabra una proteina
codificada HIV-1 en una cantidad suficiente para estimular uvna
respuesta inmune. La proteina codificada HIV-1 puede ser
purificada de un lisato de células infectadas con HIV-1 o se
pueden producir por métodos recombinantes.

Los anticuerpos de cabra producidos comoc se describen en la
presente se pueden formular de acuerdo con esta invencién en
una composicidén para inhibir la replicacién viral del sistema
bioldgico in vitro ¢ 1in vivo. La eficacia inhibitoria sugiere
de manera razonable su administracién como un inmunoterapéutico
para los seres humanos infectados por el virus del HIV-1, o

virus relacionados.
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Mis particularmente, la presente invencién se dirige a una
composicién inmunoestimuladora o vacuna para estimular las
respuestas inmunes en un huésped que incluye anticuerpos
heterélogos especificos para un antigeno. Los anticuerpos
heterdlogos forman un complejo con el antigeno. Ademis, el
complejo anticuerpo heterdlogo—-antigeno puede mezclarse con un
portador farmacéuticamente aceptable. En particular, las bases
de la composicién inmunoestimuladora se basan en la comprensién
de que las vacunas y las terapias actuales no se dirigen a la
inmunosupresién de los individuos afectados con un patédgeno
inmunosupresor. En realidad, la presente invencién se basa en
el reconocimiento contraintuitivo de oque el paciente
inmunosuprimido no puede armar una respuesta inmune especifica
usando inmunidad mediada por la célula T. Al proporcilonar el
antigeno especifico que causa la enfermedad infecciosa en una
forma letal o atenuada con anticuerpos heterdlogos, el sistema
inmune del huésped puede reconocer los anticuerpos heterdlogos
Yy armar una respuesta inmune que coordine tanto el anti-

anticuerpo como la respuesta del antigeno del huésped.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBU.JOS
Para un entendimiento mids completo de las caracteristicas y
ventajas de la presente invencién, se hace ahora referencia a

la descripcién detallada junto con las figuras que la acompaflan
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en la que los nimeros correspondientes en las diferentes
figuras se refieren a las partes correspondientes y en la que:

La FIGURR 1 e; un gréfico que ilustra la inhibicidén de la
infecciédn SIV expresada como la cantidad de lugares de fusién
en las células CEMx174 mediante varlas diluciones de suero
anti-SIV de la cabra con el transcurso del tiempo.

La FIGURA 2 es un gridfico que ilustra la inhibicién de 1la
infeccién SIV expresada como los lugares de fusién en las
células CEMx174 mediante varias diluciones de suero anti-SIV de
la cabra en el Dia 2 posterior a la infeccién versus un control
normal del suero; y

La FIGURA 3 es un grdfico que ilustra la inhibicién de la
infeccidén SIV expresada como la cantidad de lugares de fusién
en las células CEMx174 mediante diluciones 1:20 y 1:80 de suero

anti-SIV de la cabra con el transcurso del tiempo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

8i bien la preparacién y el uso de varias realizaciones de
la presente invenciédn se discuten con més detalle més adelante,
se debe apreciar que la presente invencién proporciona muchos
conceptos inventivos aplicables que ‘se pueden llevar a cabo en
una amplia variedad de contextos especificos. Las realizaciones

especificas discutidas en la presente son meramente
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ilustrativas de maneras especificas de preparar y usar la

invencién y no delimitar el alcance de la invencién.

ACTIVIDAD HETEROLOGA DEL ANTICUERPO DE REACCION CRUZADA

Un animal inmunocompetente producird una respuesta
inmunolégica a una proteina extrafla. La respuesta inmunoldégica
a la proteina extrafia comprende de manera predecible tanto
factores inmunes humorales {(anticuerpo) como celulares
(linfocito y £fagocito). La respuesta  humoral produce
anticuerpos que incluyen, pero no se limitan a, IgM, IgG e IgA.
Los anticuerpos producidoa pueden ser de dos clases: (a) un
anticuerpo neutralizante, es decir, un anticuerpo gque no
necesita el sistema complemento para la destruccién celular o
viral; y (b) un anticuerpo que fije el complemento.

La practica de usar vacunas como una técnica para adquirir
inmunidad se originé por lo menos en 1700 cuando Edward Jenner
reconocid por primera vez la correlacién entre la wviruela
vacuna y la disminucién de la virulencia virolégica de 1la
viruela en la poblacién que ordefila las vacas.

En este histérico evento, en 1798, Jenner inoculd un virus
de viruela vacuna vivo en un nifio inmunolégicamente sano, y con

la subsecuente inoculacién al nifio con el virus de la wviruela
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vivo, el nifio no desarrolld viruela con riesgo de muerte. En
este caso, la membrana externa del virus de la viruela vacuna
fve tan similar al wvirus de la virvela que el sistema
inmunolégico del cuerpo no pudo contar los dos por separado; de
este modo, los anticuerpos originados contra el virus de la
viruela vacuna administrados a un ser humano también podrian
reaccionar contra el virus invasor de la virwmela. Este método
requiri$é la administracién directa de un virus a los seres
humanos, dicho virus es capaz de causar la enfermedad en
bovinos pero no en seres humanos.

En la actualidad, se ha encontrado que la neutralizacién
viral o la lisis bacteriana por los anticuerpos desarrollados
en un mamifero con la exposicién a un virus o bacterias,
respectivamente, se puede administrar a otro mamifero para
suministrar tratamientoc para la supresién o prevencién de
infecciones causadas por la exposiciédn directa al virus o
bacterias.

Los animales superiores, por evolucién, han establecido
varios medios de defensa muy efectivos contra los microbios que
involucran el sistema inmunolégico. Las bacterias invasoras se
identifican répidamente, a través del complemento y 1la
opsonizacién de la inmunoglobulina, fagocitada y destruida por
el sistema inmonolégico celular y 1los glébulos blancos

(neutréfilos y macréfagos). Las globulinas son esencialmente
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anticuerpos perfectos de 1la naturaleza. El1 complemento,
disponible como una proteina precursora gque se activa en
presencla de microrganismos y globulinas, también funciona en
actividades antibacterianas. La opsonizacién de organismos
extraflos en el componente de memoria del sistema inmunolégico.
Después de la exposicién antigénica previa, el sistema
inmunolégico produce una serie de globulinas que se unen y
revisten a las bacterlas o neutralizan los virus de modo que se
pueden reconocer, fagocitar y destruir facilmente mediante
neutréfilos y macrédfagos. Las proteinas extrafias de organismos
invasores también estimulan una respuesta inmune hormonal que
durante un periodo de tiempo (3-6 3semanas) amplifica 1la
cantidad de células disefiadas para reconocer y destruir
invasores especificos. Las Tablas 1 y 2 presentan las funciones
antimicrobianas de 1las inmunoglobulinas y las propiedades

metabblicas de las inmunoglobulinas.

TABLA 1

FUNCIONES ANTIMICROBIANAS

1 Lisis bacteriana (requiere complemento)

2 Opsonizacibn (mejorada por complemento)

3 Neutralizacliédn de toxinas

4 Neutralizacién viral (se puede mejorar

por complemento)

té6



5 Media la citotoxicidad mediada por 1la
célula dependiente del anticuerpo
{Antibody Dependent Cell-Mediated

Cytoxicity, ADCC)

6 Actividad sinergistica con antibiéticos

TABLA 2

PROPTEDADES METABOLICAS DE INMUNOGLOBULIMAS

IgG Igh IgM |Igd| IgE

Nivel de suero 989 200 100 3 0,008

Medias (mg/dl) (gama) (600- | (60- | (45-

1600) 300) 150)

Pool total del cuerpo 1030 210 36 1,1 0,01
Indice de sintesis 36 28 2,2 0,4 0,004
Vida media plasmitica 21 5,9 5,1 2,8 2,4

Indice fraccional del 6,9 24,0 | 10,6 |37, | 72,0

racambio 0

Fracciébn para cada clase 0,52 0,551 0,74 10,7} 0,51

en medias plasmaticas 5

La fraccién representa la porcién de las inmunoglobulinas
totales de cada clase que se encuentra en el plasma de los

seres humanos.



Las respuestas del huésped se inician sélo después de las
sustancias extrafias, tal como bacterias, hongos, protozoos,
pardisitos o virus que ya han colonizado los tejidos y estan
comenzando a aumentar sus propias defensas (emmascaramiento del
antigeno, replicacién, biopelicula, toxinas). Las estrategias
de la defensa del huésped necesitan tiempo para alcanzar las
respuestas mé&ximas. Durante este periodo de tiempo, se puede
establecer una infeccién seria, especialmente en pacientes
inmunocomprometideos. La presencia de daflo tisular y cuerpos
extraflos disminuye los umbrales de infeccién y disminuye las
respuestas eficaces, de este modo, el agente extrafio se
neutraliza o reviste por anticuerpos de manera concurrente. La
actividad complementaria optimizaria de manera sinergistica la
eficacia antipatogénica de las composiciones bioactivas de esta
invencién.

Las bacterias contempladas dentro del alcance de esta
invencién incluyen Salmonella typhi, Shigella sonnei, Shigella
Flexneri, Shigella dysenteriae, Shigella boydii, Eschericia
coli, vibrio cholera, Grupo D-2, Grupo E, Grupo G, Grupo I,
Grupo 1, Listeria, Erysipelothrix, Mycobaterium,
Actinomicetales aerdbico patogénico, Enterobacteriaceae Vibrio,
Pseudomonas, Plesiomonas, Helicobacter, W. succinogenes,
Acineto bacter spp., Flavobacterium, Pseudomonas, Legionella,

Brucella, Haemophilus, Bordetalla, Mycoplasmas, Gardnerella,

LX 1
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Streptobacillus, Spirillum, Calymmatobacterium, Clostridium,
Treponema, Borrelia, Leptospira, Bacterias Gram—-negativa
anaerdbicas incluyendo bacilos y cocos, bacilos y cocos gram-
Positivo anaerébicos, no formadores de esporas, Yersinia,
Staphylococcus, Clostridium, Enteroccus, Streptococcus,
Aerococcus, Planococcus, Stomatococcus, Micrococcus,
Lactococcus, Germella, Pedioccouccus, Leuconostoc, Bacillus,
Neisseria, Branhamella, Coryne Dbacterium, Campylobacter,
Arcancbaterium haemolyticum, Rhodococcus spp., Rhodococcus,
Grupo A-4.

También estén incluidas las bacterias resistentes o no
resistentes seleccionadas del grupo que consiste esencialmente
en Enterobacteriaceae, Klebsiella sp., Bacteroides sp.,
Enterococci, Proteus sp., Streptococcus sp., Staphylococcus
sp., Pseudomonas sp., Neisseria sp., Pedptostreptococcus sp.,
Fusobaterium sp., Actinomyces sp., Mycobacterium sp., Listeria
sp.., Corynebacterium sp., Proprionibacterium sp.,
Actinobacillus sp., Aerobacter sp., Borrelia., Campylobacter
8p., cytophaga sp., Pasteurella sp., Clostridium sp.,
Enterobacter aerogenes, Peptococcus sp., Proteus vulgaris,
Proteus morganii, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Actinomyces sp., Campylobacter fetus, y Legionella
pneuvophila, cepa resistente a la ampicilina de S. aureus, vy

cepa resistente a la meticilina de S. aureus.
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Los virus contemplados dentro del alcance de la presente
invencién incluyen hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, virus
Varicela-Zoster, Rotavirus, virus de la poliomelitis, virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), virus del herpes simple tipo 1,
retrovirus humanos, herpes simple tipo 2, wvirus Ebola,
citomegalovirus, Virus del Herpes Simple, citomegalovirus
Humano, Virus Varicela-Zoster, Poxvirus, virus de la Influenza,
virus de 1la Parainfluenza, Virus Sincitial Respiratorio,
Rinovirus, Coronavirus, Adenovirus, virus del sarampién, virus
de las paperas, virus de 1la rubéola, Parvovirus Humanos,
Arbovirus, virus de la rabia, Enterovirus, reovirus, virus que
causan gastroenteritis, Virus de 1la Hepatitis, Filovirus,
Arenavirus, Papilomavirus, Polimavirus, virus de
Inmunodeficiencia Humana, Retrovirus Humanos, Encefalopatias
Espongiformes, Esclerosis Lateral Amiotréfica, y Esclerosis
Mdltiple.

En la Gltima década, las inmunoglobulinas intravenosas
(intravenous immunoglobulins, IVIG) se han convertido en un
regimen de tratamiento principal para las infecciones
bacterianas y virales de los estados de inmunodeficiencia
primarios y secundarios. Por ejemplo, Bucklye, et al., New
Eng. J. Med. 325:110-117 {1991), describen el usoc de
inmunoglobulina intravencsa en el tratamiento de las

enfermedades de inmunodeficiencia y Cometta, et al., New Eng.



J. Med. 327:234-239 (1992), describen 1la administracién
intravenosa profildctica de la inmunoglobulina estdndar e
inmunoglobulina lipopolisacidrida nificleo en pacientes con un
alto riesgo de infeccién postoperatoria. Las IVIG se preparan
de los plasmas en pool de grandes cantidades de donantes, y
tienden a tener vuna amplia representacién de anticuerpos.
Especificamente, las globulinas humanas polivalentes en pool
generalmente contienen anticuerpos para los patégenos ubicuos
tal como la B. influenza tipo b, pneumococos, estafilococos,
difteria, tétanos, virus sincitial respiratorio (respiratory
syncital wvirus, RSV), sarampién, citomegalovirus (CMV), y virus
varicela-zoster. Las concentraciones del anticuerpo de lote a
lote y de fabricante a fabricante generalmente varian sélo dos
0 cuatro veces cuando se mide por ensayos de unién de
anticuerpo. Sin embargo, los ensayos funcionales con frecuencia
muestran variaciones de lote a lote mucho més grandes como lo
hacen las concentraciones del anticuerpo a patégenos menos
caomunes (ver, Siber, et al., “Use of immune globulins in the
prevention and treatment of infections”, Temas Clinicos
Actuales en Enfermedades Infecciosas, Remington J 8, Swartz MM,
eds., Blackwell Scientific, Boston, 12:208-257 (1992).

Se ha informado que la terapia con IVIG es beneficiosa para
mds de las treinta y cinco producidas por los mecanismos

inmunopatolégicos. La inmunizacién pasiva depende de la
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presencia de titulos altos y consistentes de anticuerpos a los
patégenos respectivos en cada preparacién.

Las enfermedades nosocomiales derivan del é&mbito
hospitalario o «c¢linico, y tambien constituyen un serio
problema. Especificamente, las bacterias y los virus presentes
en el hospital o en la clinica pueden infectar un paciente en
recuperacién y ponerlo en rieasgo O prolongar el periodo de
recuperacién. Los factores de riesgo de un paciente para la
infeccién nosocomial pueden ser intrinsecos, tal como 1la
susceptibilidad a la infeccién debido a la inmunosupresién, o
extrinsicos, tal como las intervenciones médicas invasoras (por
ejemplo, cirugia o uso de dispositivos médicos tal como
catéteres, ventiladores, etc.)

Staphylococcus aureus es una importante causa de la
infeccién nosocomial, especialmente neumonia nosocomial,
infeccién de herida por cirugia e infecciones del flujo
sanguineo (Panlilic, et al., Infect. Cont. Hosp. Epidemiol.
13:582-586 (1992). Otros patdgenos cominmente asociados con la
infeccién nosocomial incluyen, pero no se limitan a Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus supp., Enterobacter
supp., estafilococos coagulasa-negativa (CNS), y Candida
albicans (Emori, et al., Am. J. Med. 91: (Suppl 3B) 2895-293S
{1991). Los hospitales y las clinicas por lo general emplean

procedimientos estrictos de esterilizacién y usan antibiéticos
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tales como meticilina, oxacilina, y nafcilinio para combatir
los patégenos bacterianos virulentos. Sin embargo, las
infecciones nosocomiales todavia ocurren en grandes cantidades
y se supone gue aumentaran con una poblacién etaria.

El uso de inmonuglobulinas intravenosas para prevenir las
infecciones nosocomiales se ha tratado en Siber, New Eng. J.
Med. 327:269-271 (1992). La inmunizacién pasiva contra las
infecciones ha sido particularmente satisfactoria con el uso de
inmunoglobulinas que contienen anticuerpos especificos para el
tétanos, hepatitis B, rabias, varicela, y CMV. Sin embargo, se
informa que existe un beneficio inconsistente a partir del uso
de inmunoglobulinas intravenosas para prevenir las infecciones
nosocomiales. Esto se puede deber a niveles variables de lote a
lote de anticuerpos para los patSgenos nosocomiales mis comunes
y la emergencia de nuevos serotipos.

La Patente de los Estados Unidos N°® 4.412.990 a Lundblad,
et al. revela una composiclén farmacéutica intravenosa que
contiene inmunoglobulina (IgG) y fibronectina que exhibe wuna
actividad opsénica sinergistica que resulta en la fagocitosis
aumentada de bacterias, complejos inmunes y virus.

La Patente de los Estados Unidos N° 4.994.26% a Collins, et
al. revela el uso tépico de anticuerpos monoclonales para 1la
prevencién Y tratamiento de infecciones pulmonares

experimentales de P. aeruginosa. Especificamente, los
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anticuerpos se administran a través de aerosol a los pulmones.
Los resultados muestran efectos beneficiosos en el tratamiento
de la neumonia por Pseudomonas.

La Patente de los Estados Unidos N° 4.714.612 a Nakamura,
et al. revela el uso de una gamma globulina IgG no especifica
en una enjuague bucal para prevenir la gingivitis. Ma, et al.,
Arch. Oral Biol., 35 suppl: 1158-122s, 1990, revela el uso de
anticuerpos monoclonales.especificos para Streptococcus mutans
en un enjuague bucal. Los experimentos mostraron individuos de
control que experimentaron recolonlzaciém con Streptococcus
mutans dentro de los dos dias, pero aquellos tratados con los
anticuerpos monoclonales permanecieron libres de Streptococcus
mutans durante hasta dos aflos.

La presente invencién proporciona la distribusién directa,
concentrada, inyectada o por transfusidén de la inmunidad pasiva
a un antigeno especifico y la redireccién del sgiastema
inmunolégico huésped a la entidad antigénica. lLa presente
invencién proporciona nuevas composiciones que incluyen un
repertorio completo de clases de inmunoglobulina (IgG, Iga,
IgM) y métodos para 1la colocacidtn profildctica de las
composiciones cuando las composiciones se aplican directamente
a la sangre almacenada (banco de sangre), heridas, quemaduras,
latex, caucho, tejidos {incluyendo la superficie interna y

externa de la piel del cuerpo, cavidades, boca, sistema, etc.)
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y dispositivos biomateriales como productos en crema, gel,
ungilento, vaginales y rectales, capa de revestimiento, o
similares para prevenir y tratar infecciones de los
microorganismos y virus.

La infeccién también se puede proporcionar como una vacuna
biocampatible proporcionande el complejo inmunoglobulinas
heterblogas-antigenc en una matriz biodegradable (tal como
aquellas que son a base de &cido poli léactico) para
proporcionar un amplio espectro de anticuerpos para los
patédgenos infeccioscs especificos inmovilizados o encapsulados
en el mismo. La invencién facilita la liberacién de tiempo
predeterminado de las composiciones biocactivas de la presente
invencién en el tratamiento de y para la prevencién o
inhibicién sustancial de la replicacién patogénica.

La invencién también se puede usar para proporcionar un
método para usar los antigenos inmunomoduladores atrapados y
las composiciones de inmunoglobulina heterdloga en alta
concentracién, por medio del cual los retrovirus u otros
organiamos patogénicos inmunosupresores {virus, hongo,
bacterias y/o protozoos y similares) causan infecciones
oportunistas que se pre-opsonicen in situ para una mayor
fagocitosis y muertes.

De acuerdo con la invencidén, la distribucién directa, local

concentrada de 1la inmunidad pasiva se logra aplicando una
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composicién que tiene un completo repertorio de
inmunoglobulinas (IgG, IgM, e IgA) a biomateriales, implantes,
tejidos, y lugares con heridas y quemaduras. Las composiciones
preferentemente tienen concentraciones elevadas de ciertas
clases de inmunoglobulinas (IgG, IgM e IgA), y titulos elevados
de anticuerpo para microorganismos especificos gque cominmente
causan infecciones biomateriales, quemaduras, mucosa, tisunlar,
herida por cirugia y cavidades del cuerpo. Las composiciones
dentro de la prActica de esta invencién pueden tomar varias
formas, incluyendo cremas, geles, ungflentos, fluidos de lavado,
atomizadores, pastillas, revestimientos, capas o cualguiera de
la forma tépica de administracién. Ademds, las composiciones se
pueden combinar o inmovilizar sobre un material biocompatible
y/o biodegradable, o impregnarse en o encapsularse dentro de
un material matriz polimérico biocompatible-biodegradable para
liberacién mantenida. Las composiclones se pueden usar tanto
para la prevenclédn como para el tratamiento de infecciones.

En las aplicaciones orales, las composiciones serian
idealmente proporcionadas como una pastilla, enjuvague bucal, o
atomizador, mientras que en los paclentes con trauma, la
composicién se puede aplicar de mejor manera como una crema o
ungiento, o como parte de wuna infusién 1l1liquida, implante
biomaterial o dispositivo de fijacién. Las inmunoglobulinas y

otros anticuerpos de 1la presente composicién se pueden
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inmovilizar sobre un material biocompatible y/o biodegradable o
se pueden encapsular dentro de matriz/microesferas
biodegradables-biocompatibles que se colocan in situ en el 4rea
infectada del paciente, el lugar de la herida o el &rea
quirdirgica, o se pueden revestir sobre un catéter o similares
que e8td inserto en una cavidad del cuerpo.

Cuando 1la inhibicién de 1los organismos patogénicos
inmunosupresores es sustancial, se reducird la carga patégena
(es decir, viral, bacteriana) y al.potencial para la produccién
de toxinas por bacterias, virus, hongos u otros microbios seré
minimizado.

Al crear inmunidad humoral y celular en un mamifero no
humano, la introduccién de la IgA, IgGl resultante, y/u otros
anticuerpos neutralizantes Yy otros anticuerpos
inmunocompetentes y la actividad celular en o dentro de un
sistema que contiene un wvirus, tal como el virus de
inmunodeficiencia humana (HIV), evita la replicacién del virus
vy hace que ese virus sea no infeccioso. Al hacer esto, la
replicacién viral se puede retardar, bloquear o detener por
medio de la IgA, IgGl, otros anticuerpos neutralizantes y la
accién inmune celular.

Un animal inmunocompetente produce anticuerpos en respuesta
al virus de inmunodeficiencia simiana (SIV), HIV y/u otros

virus. Estos anticuerpos reaccionan con el virus en una
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reaccién antigeno-anticuerpo. La respuesta normal para la
producciétn de anticuerpo es para IgM que se produce primero,
seguido por IgG. Los anticuerpos IgM e IgG no son capaces de
activar o causar la biodestruccién de algunos virus, tal como
el virus SIV o HIV. Se cree gque la base para esta respuesta
incompetente antigeno-anticverpo es que el wvirus SIV/KIV
produce intrinsicamente, a través de la sintesis viral o la
sintesis de la célula huésped, un SIV, HIV o un factor de
inhibicién de complemento wviral que previene la activacién del
sistema complemento, es decir, 1la destruccién viral. ILa
respuesta incompetente antigeno—anticuerpo es en si incapaz de
activar el sistema complemento del cuerpo porgue se conoce gque
los anticuerpos IgM e IgG son anticuerpos de fijacién de
complemento. De este modo, cuando se detecta 1la respuesta
incompetente antigeno-anticuerpo por medio de técnicas
estdndares, la zrespuesta incompetente antigeno-anticuerpo se
puede eliminar o evitar como un factor de inhibicién mediante
el uso de anticuerpos que son de una clase de anticuerpos
neutralizantes.

El uso de esta metodologia de insertar en mamiferos virus
para los cuales la IgM y la IgG pueden no activarse o causar la
biodestruccién tal come SIV, HIV, virus de la Poliomelitis,
Influenza, Hanta virus, poxvirus, virus de Encefalitis Caprirna

(CAE), virus del Herpes, Hepatitis, Encefalitis, sarampién,
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paperas, Ebola y/o Rubéola, los anticuerpos neutralizantes que
contienen sSuero e inmunidad celular se pueden obtener
naturalmente. Estos productos cuando se tratan y preparan de
manera adecuada pueden producir como minimo lo siguiente: (a)
una vacuna adecuada para el uso en seres humanos; (b) una
barrera inmunolégica para la transmisién de virus a través de
las superficies mucosas por medio de cremas, aerosoles,
ligquidos e hisopos; y (c¢) un suero para capturar mis desarrollo
viral.

Cada una de estas aplicaciones parxa inhibir o prevenir la
proliferacién de células anormales en sistemas bioldgicos (in
vitro o in vivo) se basa en, pero no se limita al uso de
anticuerpos producidos en mamiferos no humanos en un paciente o
individuo gque, al ser expuesto al SIV, HIV o virus similares,
no muere sino gque produce una reaccién inmunolégica. La
reaccién inmunolégica del mamifero a la introduccién del virus
S§IV y/o HIV produce anticuerpos que fijan el complemento y/o
anticuerpos neutralizantes y también reacciones inmuno
celulares que cuando se tratan de acuerdo con procedimientos
aceptados dan 1la produccién de una inmunoglublina sérica que
luago se puede usar para prevenir otra replicaciédn del wvirus.

Se conoce que, en los procedimientos descriptos en 1la
presente, el SIV, HIV y su inmunoglobulina, en particular, la

IgA, no afectan los huéspedes no humanos. Riot, Ivan, Essential
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Immunology, Blackwell Scientific Publications, Cambridge, MA
(1991). Un huésped no humano que se puede usar para demostrar y
desarrollar anticuerpos neutralizantes que contienen sueroc o
leche e inmunidad celular es una cabra hembra prefiada en estado
avanzado. Se ha elegido a la cabra porque no muere por la
infeccién con SIV o HIV y una hembra prefiada produce grandes
cantidades de anticuerpos neutralizantes que se pueden aislar
del suero y/o la leche. No se necesita una cabra hembra
prefiada, ni una cabra hembra. Se prefiere una cabra hembra
prefiada con el fin de proporcionar un nivel mis alto de
produccién como una fuente adiclional de IgA, IgGl y otros
anticuerpos neutralizantes. También se pueden usar otros
mamiferos no humanos para obtener los anticuerpos
neutralizantes de interés, siempre gue, cuandoc se expongan a
SIV, HIV o virus similares, no mueran sino que produzcan
reacciones humorales y celulares. Aunque no es necesario, la
reaccién inmunolé6gica del mamifero no humano también puede.ser
potenciada por el uso de un adyuvante apropiado.

El anticuerpo neutralizante se puede administrar a seres
humancs ya sea por via intravenosa, intradérmica, subcuténea,
intramuscular o como una vacuna preparada a partir del suero o
la leche. Para las personas con sistemas digestivos inmaduros
que son capaces de absorber anticuerpos o células gque producen

anticuerpos, tal como 1los lactantes recién nacidos, los
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anticuerpos neutralizantes también se pueden ingerir a través
de la leche o un producto modificado de la leche.

Losa virus de inmunodeficiencia simiana (SIV) fueron
originalmente aislados de los monos rhesus (Macaca mulatta) con
inmunodeficiencia o linfoma (SIVmac). Posteriormente, los SIV
fueron aislados de monos mangbey asintomdticos (SIV/ssm,
SIV/smlv y SIV/Delta) y de Macaca nemestrina con linfoma
(SIV/Mne). Una cepa de SIV que se cree que se obtiene de los
monos verdes africanos recientemente ha mostrado aser SIVmac.
Recientemente, un wvirus SIVagm auténtico fue aislado de los
monos verdes africanos naturalmente infectados.

En las especies primate susceptibles, los SIV causan una
enfermedad fatal cuyos sintomas son similares a los asociados
con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) causado
por el virus de inmunodeficiencia tipo 1 (HIV-1) o tipo 2 (HIV-
2) o tipo 3 (HIV-3). Las organizaclones genémicas de HIV-1,
HIV-2, HIV-3 y SIVmac o 5IVagm son muy similares, y existe
aproximadamente 40% de relacidén secuencial entre SIVmac y HIV-
2. Debido a estas similitudes entre HIV y SIV, el modelo macaco
con SIV es adecuado para el desarrollo y el anédlisis de agentes

bioactivos contra el SIDA humano in vitro.

EJEMPLO I
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Preparacién del Virus Concentrado de Inmunodeficiencla Simiana

(SIV)
Se prepard una cepa macrbéfaga-trépica de SIV (SIVmac239-

17E) referida como "SIV-17E” haciendo crecer el virus en las
células CEMx174. Sharma, et al., "Derivation of neurotropic
lymphocytotropic parental virus: pathogenesis of infection in
macaques," J Virol 66:352-3556 (1992). La célula CEMx174 es
una linea celular hibrida T/B humana inmortalizada con CD4 que
es altamente susceptible a la citopaticidad inducida por SIV
{fusidén) y es permisiva para la replicacién por SIVmac. Hoxie,
et al., "Biological characterization of a simian
immunodeficiency virus-like retrovirus (HTLV-IV): Evidence for
CD4-associated molecules required for Iinfection,™ J. Virol
62:2557-2568 (1988). Koenig, et al., "Selective infection of
human CD4 + cells by simian immunodeficiency virus: productive
infection associated with envelope glycoprotein induced fusien,
"Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:2443-2447 (1989).

Las células crecieron en un medio RPMI-1640 ("RPMI'l)
complementado con suero bovino fetal 10&, glutamina vy
gentamicina, y se usaron para la preparacién de virus stock y
la valoracién de la neutralizacién del virus. Los cultivos
celulares (9 mililitros) se inocularon con 1 mililitxo de virus
(10* TCID 50/mililitro) y se examinaron para determinar 1la

fusiébn celular. Cuando se ha usado aproximadamente el 508 de
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las células, los cultivos se expandieron mediante la adicién de
células nuevas. Los cultivos fueron controlados ailin mis para
determinar la ineficacia mediante fusién y la transcriptasa
inversa. Los fluidos sobrenadantes (aproximadamente 240
mililitros) se recolectaron Yy clarificaron mediante
centrifugacién. El stock contenia 10 4 TCID 50/mililitro en
células CEMx174. El virus se sometié a pellet a 27.000 rpm en
un rotor de S5W28 (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA)
durante dos horas a 4 grados Centigrados, resuspendido en dos
mililitros de Dbuffer NET (50 mM HC1, 5 nM A4cido
etilenodiaminotetraacético, 10 mM Tris clorhidrato, pH 7,4) y
se purific6 en wuna columna Sepharose CL-48 (Pharmacia

Diagnoatics, Inc., Fairfield, NJ).

EJEMPLO II

Neutralizacién del Virus SIV in Vitro

El anticuerpo o anticuerpos neutralizantes obtenidos de un
mamifero no humano expuesto al virus SIV se examinaron para
determinar la actividad antiviral in vitro. El1 wvirus de
inmunodeficiencia simiana (SIV) se prepard de acuerdo con los
procedimientos descriptos en el Ejemplo I. El virus se eliminé
mediante calor en un baflo de agua a 60°C durante treinta

minutos. Se usé el virus muerto por motvos de saegquridad; sin



embargo, el uso de virus vivos resultard en una respuesta
inmunogénica mds rapida.

Una cabra hembra prefiada se expuso al virus simiano
mediante inyeccién intramuscular. La cabra fue inyectada con un
mililitro de suspensidn de SIV muerto a particulas virales 1 X
10 6 por mililitro una vez por semana durante tres semanas. lLa
respueata inmounogénica de la cabra fue aumentada usando el
Sistema Adyuvante MPL{R) (RIBI IMMUNOCHEM RESEARCH, INC.) + TDM
(Sigma Chemical Cc., St. Louis, MO) de acuverdo con las
instruccicnes del fabricante, es decir, 1la administracién
intramuscular del 500 ul en cada pata trasera.

Luego de la exposicidén de la cabra al virus SIV, se obtuvo
el suero y/o la leche del animal. lLa leche se obtuvo de 1la
cabra tan pronte como estuvo disponible, por lo general
aproximadamente tres semanas después del nacimiento de la cria.
La leche se congeld hasta el uso.

Para recolectar el suero, las muestras de sangre de al
menos 10 cc se extrajeron de una vena grande después de 1la
primera semana y de alli en adelanten, semanalmente durante
doce semanas. Cada muestra de suero se obtuvo mediante
centrifugacién de la muestra de sangre, congelada para el
transporte al laboratorio, y posteriormente analizada para
determinar los anticuerpos neutralizantes. Los anticuerpos

neutralizantes se detectaron por primera vez en aproximadamente
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la octava semana. Durante las semanas posteriores, las muestras
se analizaron para controlar los cambios en la concentracién
del anticuerpo neutralizante, y la cantidad de anticuerpos
detectados aumenté con el tranacurso del tiempo. El suero puro,
no tratado (sin concentrar los anticuerpos) obtenido de la
muestra de sangre tomada en la semana doce se usdé en los
estudios de neutralizacién in wvitro.

Se llevd a cabc el ensayo de neutralizacié4n para demostar
la capacidad de los anticuerpos neutralizantes y la inmunidad
celular en el suero de cabra para prevenir la infeccién del
virus SIV in vitro. El virus SIV-17E (100 TCID So/mililitro) se
incubd con diluciones dobles del suero de cabra a 37°C durante
una hora. En una placa de cultivo tisular de 96 orificios, se
agregaron 100 microlitros de cada SIV-17E/ mezcla de suero de
cabra a los orificios usando tres orificios por dilucidn.
Aproximadamente 5 x10' células CEMx174 se agregaron luego a
cada orificio. Los cultivos se incubaron a 37 grados
centigrados y se observaron para determinar la fusidn durante
un periodo de cincc dias. La fusién se observdé en cultivos de
control dentro de un dia. El titulo del anticuerpo
neutralizante se tcmS como la dilucién mds alta de suero que
evitd la fusidbn de la célula.

Los resultados del ensayo de neutralizacién se describen en

la Tabla 3 y en la Fig. 1 se ilustra es el nimero promedio de
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lugares de fusién observados con el transcurso del tiempo para
varias diluciones de suero anti-SIV de la cabra (Go-SIV), en
comparacién con el sueroc de cabra normal (NGS) como el control.
La Fig. 2 presenta los datos de neutralizacién para el Dia 2
después de la infeccién. La Fig. 3 ilustra la neutralizacién de
infecciédn SIV con el transcurso del tiempo por el suero anti-
S5IV de la cabra usado como una dilucién 1/20 y 1/80. La Tabla 4
presenta los datos del ensayo de neutralizacién como un
porcentaje de inhibicién de lugares de fusién SIV mediante
varias diluciones de suero anti-SIV de la cabra en el dia 2
después de la infeccién.

Una dilucién 1/20 del suvero anti-SIV de la cabra inhibié
casi por completo la infeccién SIV de las células CEMx174
(97,25 de inhibicién). Las diluciones de 1/40 y 1/80 inhibieron
92,4% y 83,7%, respectivamente. Estos resultados indican que el
suero anti-SIV de la cabra contiene potentes anticuerpos
neutralizantes que se pueden usar para blogquear la ineficacia

del wvirus SIV.
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TABLA 3

NUMERO PROMEDIO DE LUGARES DE FUSIGN DURANTE
EL TRANSCURSO DEL TIEMPO PARA VARIAS
DILUCIONES DE BUERO ANTI-SIV DE LA CABRA
ve.

EL CONTROL SALINO NORMAL

DIL NORMAL ANTI-SIV
1/20 70 2
1740 72,5 5,5
1/80 15 13
1/160 80 34
1/320 85 58
1/640 85 B5
TABLA 4

PORCENTAJE INHIBICION DE LUGARES DE FUSION
SIV POR DIFERENTES DILUCIONES DE SUERO DE
ANTI-SIV DE LA CABRA

(Dia 2 después de la infeccién)

DILUCION INHIBICION

1 1/20 97,2

2 1/40 92,4

78
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3 1/80 83,7

4 1/160 57,5
5 1/320 31,7
6 1/640 0

Se puede ©producir una vacuna de acuerdo con los
procedimientos descriptos en el Ejemplo II exponiendo en primer
lugar las mismas o diferentes especies mamarias a un virus tal
como €l SIV o el HIV. El mamifero no humanc preferido es 1la
cabra. El anticuerpo o anticuerpos neutralizantes resultantes
se extraen del suero o la leche del animal a través de métodos
estindares tal como la precipitacién de sulfato de amonio o
sulfato de sodio y la metodologia de centrifugacién sequida de
purificacién por métodos tales como la didlisis o filtracién
por gel. Tijssen, P., "Practice and theory of enzyme
immunoassays,™ Técnicas de Laboratotio en Bioquimica y Biologia
Molecular, R.H. Burdon y P.H. van Knippenberg (eds.},
Amsterdam: Elsevier Science Publishersa, vol. 15, paginas 96-98
(1985).

Una vez que los anticuerpos neutralizantes son aislados, la
colocacidn del anticuerpo o anticuerpos neutralizantes en
presencia de los virus SIV y/o HIV vivos (Brooks, et al.,
Medical Microbiology, 19" ed., Appleton & Lange, Bast Norwalk,

CN, pagina 150 (1991)) u otros virus dentro de una especie
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huésped hace que el SIV y/o células virales sean no infecciosas
e incapaces de producir replicacién. Este proceso de usar
anticuerpo © anticuerpos neuvtralizantes para atenuar el SIV,
HIV u otros virus se refiere como vna atenuacién del anticuerpo

de un virus para producir una vacuna, o “AAV2”,

EJEMPLO III

Preparacién y Uso de una Vacuna

El anticuerpo o© anticuerpos neutralizantes se usan para
atenuar el SIV, HIV, y ortos virus para producir una vacuna. El
virus del HIV s8e extrae de un donante humano que tiene
diagnéstico de HIV+ y cuyo virus HIV se aisla y se divide en
serotipos. (Bobkov, et al., “Identification of an env G subtype
and heterogeneity of HIV-1 strains in the Russian Federation
and Belarus,” AIDS 8:1649-1655 (195%4); Gao, et al., “Genetic
Variation of HIV type 1 in Four World Health Organization-
sponsored Vaccine Evaluation Sites: Generation of Functional
Envelope (Glycoprotein 160) Clones representative of sequence
subtypes A, B, C, and E, “AIDS Res Hum Retroviruses 10:1359-
1368 (1995); WHO Network para Aislacién y Caracterizacién del
HIV, “HIV Type 1 Variation in World Health Organization-
sponsored Vaccine Evaluation Sites: Genetic Screening,
Sequence Analysis, and Preliminary Biological Characterization

of Selected Viral Strains,” AIDS Res. Hum. Retrovirus 10:1327-
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1343 (1994); Delwart, et al., “Genetic relationships determined
by a DNA heteroduplex mobility assay: analysis of HIV-1 env
genes,” Sclence 262:1257-1261 (1993).

El virus del HIV de un donante humano luego se coloca o se
inyecta en un mamifero no humano tal como la cabra. 1La
inyeccién en la cabra produce una respnesta inmunoldgica en la
forma de anticuerpos neutralizantes. Los anticuerpos
neutralizantes se extraen del suero o la leche del mamifero y
luego se mezclan con el virus del HIV dividido en serotipos
eliminado por calor, del donante humano para producir la vacuna
viral anticuerpo atenuada, o AAVZ.

La proporcién de virus a anticuerpo requiere que el
anticuerpo esté ligado a al menos un epitope en cada particula
de virus pero que noe todos los epitopes estén unidos. Se cree
que la unién a un Gnico anticuerpo neutralizante es suficiente
para prevenir la fusién, y asl, la virvlencia se elimina
mientras gque se mantiene 1la inmunogenicidad. Para nuna
combinacién de anticuerpo(s) neutralizante(s) determinada, el
ensayo de neutralizacién descripto en el Ejemplo II se puede
llevar a cabo para determinar qué relacién de anticuerpo
neutralizante a virus resulta en una completa neutralizacién
del wvirus. Luego, se prepara una vacuna usando una

concentracién de anticuerpoc neutralizante de menos de lo que
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rasultd de una completa neutralizacién tal como se determind en
el ensayo de neutralizacién.

El AAV?2 se encuentra en la forma de un complejo HIV-IGA que
mantiene la inmunogenicidad pero que neuntraliza la virulencia.
El AAV2 luego se devuelve, por lo general mediante inyeccién,
al donante humano. La colocacidn del AAV2 en el donante humano
produce una respuesata inmunolégica competente que bloquea,
previene o destruye el progreso o desarrollo del virus SIV y/o
HIV en la enfermedad compleja del SIDA. Se observd que la IgA y
otros anticuerpos se mezclan con el virus del donante humano en
una cantidad efectiva de modo de permitir obtener y mantener la
inmunogenicidad uniende algunos pero no todos los epitopes
virales, produciendo asi una respuesta inmunolégica diferente
del virus principal pero atin logrando la neutralizacién del
virus SIV/HIV haciéndolo un virus no infeccioso atenuado
(AAV2). La unién de los epitopes activardn el complemento y
destruilrdn virtvalmente gran parte del complejo viral. Este
proceso produce una vacuna, o AAV2, que, cuando se coloca en un
cuerpo humano, rechaza la replicacién viral permitiendo de este
modo que el sistema inmunolégico del cuerpo humano sea
estimulado para aumentar su propia produccién de anticuerpos
competentes como un resultado de la estimulaclidn AAV2. Esate
aumento de 1los anticuerpos competentea del cuerpo humano

previene la produccién adicional o replicacién del wvirus SIV

M



simiano o HIV humano y el desarrollo de la enfermedad del
complejo de SIDA.

Las tecnologias de vacunacién modernas también son bien
conocidas en el arte. Por ejemplo, las vacunas ADN
recombinantes se han producido para virus tales como célera,
herpes simple, HIV y hepatitis B. Estas vacunas proporcionan
péptidos inmunogénicos seleccionados que también se pueden
acoplar con adyuvantes. Las particulas inmunogénicas tipo virus
(VLP) que comprenden proteinas del mismo tamaflo y estructura
que los virus pero sin el ADN o ARN viral se pueden producir
uniendo genes extrafios al gen Ty en la levadura.

Se encuentran también disponibles metodologias para
producir wvacunas de péptidos sintetizados quimicamente que
comprenden la estructura primaria de regiones antigénicas de un
virus infeccioso. También conocidas en el arte se encuentran
las vacunas idiotipicas preparadas por medio de la exposicidn
de un huésped a un antigeno clasico, permitiendo gue el huésped
produzca anticuerpos (Ab-1) al antigeno, luego permitiendoe que
el huésped produzca anticuerpos (Ab-2) que posean determinantes
antigenicos parecidos al antigeno original y demostrando una
inmunogenicidad mejorada al mantener la estructura terciaria
del antigeno. (Coleman, y otros, *Fundamental Immunology, 2da
ediciétn Wm C. Brown Publishers, 1992; Keeton, W.T. y Gould,

J.L. Biological Science, W.W. Norton, 1993; Solomon, y otros,
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Biology, 3 edicién , Saunders College Publishing, Harcourt
Brace Jovanovich College Publishers, 1983.”7 Las vacunas de
recombinacién DNA , VLP, péptidos sintéticos, o vacunas
idiotipicas, en lugar de virus vivos, pueden utilizarse en la
presente invencién para producir anticuerpos neutralizantes en
el mamifero huésped. Los péptidos sintéticos derivados de las
secuencias de la regién de complementaclén- determinante (CDR)
de anticuerpos pueden fabricarse en serie in vitro, que son
similares al anticuerpo intacto, inhibitorio a interacciones
idiotipos-anti-idiotipos, antigenos especificos de 1ligazén,
interactdan con receptores celulares y procesos biolégicos de
estimulacién. ( Taub y otros, J. Biol. Chem. 264--;259 (1989).;
Bruck y otros, Proc Natl BAcad Sci Estados Unidos de
Norteamérica 83:6578 (1986) Kang, y otros, Science 240:1034
{1988); Williams y otros , Proc Nat’l Acad. Scl. Estados Unidos
de Norteamérica 86:5537(1989); Novotny, y otros J. Mol. Biol.
189:715 (1986). A pesar de que estos andlogos péptidos parecen
tener un uso 1limitado en vivo debido a sus caracteristicas
proteiniceas tales como insolubilidad en agua, alta
inmunogenicidad, su habilidad para adoptar varias
conformaciones, y sujetabilidad a proteélisis, es previsible
que dichos péptidos sintéticos pueden utilizarse en la presente

invencién.
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Es bien conocido en el arte que un anticuerpo monoclonal
puede producirse en serie a través de una tecnologia hibridoma
para los propésitos de proporcionar econbémicamente grandes
cantidades de una vacuna. Los virus que neutralizan agentes en
la forma de anticuerpos monoclonales pueden también utilizarse
en la presente invencién. En esta técnica, neutralizar los
anticuerpos que producen células son fusionadas con células
inmortales de un mieloma para producir las células hibridomas;
las células hibridomas son proyectadas para la produccién de
anticuerpos; las células que procducen el anticuerpoc monoclonal
deseado son luego cultivadas en grandes cantidades en cultivos
de tejidos o reinyectadas en cavidades peritoneales de muchos
ratones donde se mmltiplican las células y producen grandes
cantidades de anticuerpos monoclonales en el fluido ascitis gque
es formado; el fluido ascitis que contiene el anticuexrpo
monoclonal es recogido; Yy el anticuerpo monoclonal es
purificado por técnicas tales como cromatografia de afinidad o
cromatografia de columna.

Se han desarrollado técnicas para 1la produccién de
componentes no péptidos referidos como miméticos que permiten
la sintesis de una molécula restringida conformacionalmente gue
imita la propiedades funcicnales y de unién de anticuerpos
monoclonales. Las imitaciones son sintetizadas al determinar en

un principico los residuos de contracto relevante y la
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conformacién encargada de la unidén anticuerpo-antigeno
(Willlams, y otres., J Biol Chem 266:5182 (1991); Segal,y otros.,
Proc Natl Acad Sci USA 71:4298 (1974); Amzel, y otros., Proc Natl
Acad Sci USA 71:1427 (1974), de la Paz, y otros., EMBO J 5:415
{1986); Kieber-Emmona, y otros, Int Rev Immunol 2:339 (1987) y luego
sintetizar conformacionalmente los péptidos organicos ciclicos
restringidos que posean el contacto de residuc regquerido y la
conformacién (Kahn, y otros., J Mol Recognition 1:75 (19€88); Kahn, y
otros., J Am Chem Soc 110:1638 (1988).Dichas imitaciones pueden
prepararse de anticuerpos neutralizantes producidos por huéspedes
mamiferos de la presenta invencién y utilizados en tratamientos de
infeccionea virales.

Ademiés, un anticuerpo neutralizantes aislado puede producirse
en serie por técnicas de secuencia biomoleculares. E1 anticuerpo
neutralizante es secusnciado en primer lugar, y la secuencia es

luego utilizada como una plantilla para la produccidn in vitro.

EJEMPLO IV

Barrera inmunolégica y preventiva

Una barrera immunolégica para la transmisién o invasién de SIV,
HIV u otro virus similar a través de las superficies mucosas pueden
prepararse por madlo de la utilizacién de leche y/o anticuerpos
neutralizantes de suero extraidos comc se describe en el Ejemplo II.

Estos anticuerpos se desarrollan dentro de una barrera inmunolégica

a7
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pasiva en la forma de cremas vaginales, cremas rectalas, gotas para
los ojos, pulverizadores bucales, muestras o inyecciones para
aplicarse directamente en la mucosa o en el sitio donde pinche la
aguja. Deba notarse gque con el sexo oral, rectal o vaginal un
preservativo de latex debe utilizarse concurrentemente para lograr
el beneficioc miximoc pero no es necesario ai suficiente crema o
pulverizador es utilizado. El1 suero del mamifero es tratado con
sulfato de amonio para precipitar los anticuerpos neutralizantes.
Luego, los anticuerpos seran disueltos en una soclucién isoténica.
Una vez disuelto, la solucién es mantenida a o menos de los 4 grados
centigrados hasta ser utilizada. Términes prolongados de
almacenamiento, es decir, un sxceso de treinta dias, puede lograse a
temperaturas de -20° deg C.

A partir de entonces, los pulverizadores, geles, cremas gotas y
aplicaciones similares pueden fabricarse utilizando tecnologia Qde
preservacién y suspensién industrial aceptable. El1 uso de
preservative puede ser de aplicacidn manual de la preparacién al
interior del preservativo con anterioridad a su uso o por la
aplicacién previa del preservativo con anterioridad al
empaquetamiento. El usp concurrente de la preparacién en forma de
una crema vaginal o pulverizacién es recomendada para mejorar la
barrera de proteccidn.

El ntmero prom=sdio de particulas vitales por mililitro de
secreciones corporales por las cuales la barrsra se pretende puede
determinarse por medio de la medicién del nimero para un paciente en

particular, o por wuna cantidad de paclentes. Una vez gque se
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determina el mimero promedio, luesgo se puede obtener utilizando la
Tabla 4 un nfimero de neutralizacién teérica.

Un suero humano o un complejo de auero compuesto de anticuerpos
neutralizantes obtenidos de un mamifero similar a, perc no limitado
a, descripto en la presente para detener otras células o desarrcllos
virales dentro del cuerpo humano al comienzo puede desarrollarse
para y contra un SIV especifico, HIV y/u otros virus, o cepa/s
mutadas de estos virus. El desarrcllo del suero se aplica a humanos
y otras especies. Los anticuerpos neutralizantes de mamiferos que
han sido producidos como se describe en el Ejemplo II y que ha sido
procesado y almacenado en solucién como se describe e&n el Ejemplo
III puede introducirse en los humanos que tengan el virus del HIV u
otros virus bajo tratamiento. El suerc es introducido, en una forma,
de manera intravenosa, intramuscular, intradérmico o de manera

subcutanea.
EJEMPLO V

Preparacidn y Uso de Suero o complejo de suerc

Los anticuerpos neutralizantes de los mamiferos, que han
sido producidos, precipitados y almacenados en solucién como se
describe en 1los Ejemplos JII y III anteriormente, pueden
introducirse en los humanos que tengan el virus HIV u otros

virus similares bajo tratamiento. El suero es preferiblemente
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introducido de manera subcutdnea o IM, pero puede darse también

de manera intravenosa con precaucién.

Vacunas

La presente invencién contempla wvacunas para el uso en
tanto realizaciones preferidas de inmunizacién pasivas como
activas. Las composiciones inmunogenas, propuestas como
adecuadas para el usoc como vacuna, pueden prepararse mas
f&cilmente directamente de complejo  anticuerpo-antigeno
heterélogo inmunogenicoe preparados en una manera revelada en la
presente. Preferiblemente el material antigeno es dializado
extensivamente para remover las' moléculas en peso molecular
pequefias no deseadas y/o lipolizadas para una méAs facil
formulacidén en un vehiculo deseado.

La preparacién de vacunas que contienen anticuerpo-
antigeno heterélogc como ingrediente activo es generalmente
bien entendido en el arte, como es ejemplificada en las
patentes de los Estados Unidos de Norteamérica 4,608,251;
4,601,903; 4,599,231; 4,599,230; 4,596,792 y 4,578,770,
incorporadas todas a la presente como referencia. Tipicamente,
tales vacunas son preparadas como inyectables. Ya sea en
soluciones liquidas o suspensiones; formas sblidas para ser
disueltas , o en suspensién, liguidas con anterioridad a la

inyeccién pueden también prepararse. La preparacién puede

AL
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también ser emulsicnada. El ingrediente inmunogenico activo
puede ser a veces mezclado con excipientes que son
farmacéuticamente aceptables y compatibles con el ingrediente
activo. Excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, salina,
dextrosa, glicerol, etanol, o simllares y mezclas de 1los
mismos. Los ejemplos de dichos portadores o diluyentes
farmacéuticamente aceptables incluyen agua, salina de fosfato
tamponado o regulador de bicarbonato de sodio. Un nimero de
portadores aceptables o diluyentes son conocidos. Ademis, si se
desea, la vacuna puede contener cantidades pequeflas de
sustancias auxiliares tales comc agentes emulsionantes o de
remojo, agentes reguladores de pH o auxiliares que mejoran la
efectividad de las vacunas.

Las vacunas pueden administrarse convencionalmente
parentenal por medio de la inyeccién de anticuerpo-antigeno
heterélogos, por ejemplo de manera subcutdnea o intramuscular.
Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros
modos de administracién incluyen supositorios y, en algunos
casos formulaciones orales. Para los supositorios, los
aglutinantes y portadores tradicionales pueden incluirse, por
ejemplo, glicoles polialcalenos o triglicéridos. DPichos
supositorios pueden formarse de mezclas que contienen
ingrediente activo en el dmbito de 0,5% a 10% preferiblemente

1-2%. Las formulaciones orales incluyen dichos excipientes
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empleados normalmente como, por ejemplo, grados farmacéuticos
de manitol, lactosa, "“starge”, eatearato de magnesio, sacarina
sbdica, celulosa, carbonato de magnesio y similares. Eatas
composiciones toman la forma de soluciones, suspensiones,
tabletas, pildoras, cépsulas formulaciones de liberacién
continua o polvos y contienen 10-95% de ingrediente activo ,
preferiblemente 25-70%.

El complejo anticuerpo-antigeno heterélogo puede
formularse en la vacuna comc formas salinas o neutral. Las
sales farmacéuticamente aceptables, incluyen las sales con
aditivos 4cidos ( formadas con anticuerpo-antigeno heterélogo)
Y aquellas que estian formadas con &cidos inorgédnicos tales como
por ejemplo, dcidos fosférico o hidrocléricos, o dichos &cidos
orgdnicos como acético, oxalico, tdrtico mandélico, Y
similares. Las sales formadas con grupos carboxilos libres
pueden también derivarse de bases inorgénicas tales como por
ejemplo, sodio, potasio, amonio, calcio, o hidréxidos férricos,
y dichas bases orgdnicas como isopropilamina, trimetilamina, 2-
etilamino etanol, histidina, procaina y similares.

Las vacunas son administradas de una manera compatible con
la formulacién de dosificacién, y en dichas cantidades como
serd terapéuticamente efectiva e inmunogenicas. La cantidad a
ser administradad depende del sujeto a ser tratado, incluyendo

por ejemplo, la capacidad del sistema inmune del individuo para
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sintetizar anticuerpos, y el grado de proteccién deseada. Las
cantidades precisas de ingredientes activos requeridos a ser
administrados deocenden del Jjuicio del examinador. Los &mbitos
de dosificacién adecuados son del orden de cientos de
ingredientes activos de microgramos por vacunacién. Los
sistemas adecuados para la administracién inicial y vacunas de
refuerzo son también variables pero son tipificados por 1la
administracién inicial seguida de inoculacién subsecuente y
otras administraciones.

La manera de aplicacién puede variar ampliamente. Cada uno
de los métodos convencionales para la administracién de una
vacuna son aplicables. Se cree que entre estas se incluye la
aplicacidén oral en una base aceptable fisioclégicamente sbélida o
en una dispersién aceptable fisiolégicamente, por inyeccién o
similar. La dosificacién de la vacuna dependerid de la ruta de
administracién y variard de acuexdo con el tamaflo del huésped.

Varios métodos para lograr efectos adyacentes para 1la
vacuna incluyen el uso de agentes tales como fosfato (alum) o
aluminio hidrozido, comunmente utilizado comeo 0,05 a 0,1 por
cuento de la solucién salina reguladora de fosfato, mezclada
con polimeros sintéticos de azticar (Carbopol) utilizado como
0,25 por cento de soluclédn agregado de la proteina en la vacuna
por el tratamiento de calor con temperaturas gue van de entre

70° a 101°C por un periodo de 30 segundos a 2 minutos,
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respectivamente. El agregado por 1la reactivacién con
anticuerpos (Fab) tratados con pepsina a albGmina, mezcla con
células bacterianas tales como C. parvum o endotoxinas o
componentes lipopolisacdridos de bacteria gram-negativa,
emulsién en vehiculos aceitosos fisiolbégicamente aceptables
tales como mono-oleato manida {Arancel A) o emulsién con una
solucién del 20 por ciento de perfluorocarbono ({Fluosol-DA)
utilizado como un sustituto de bloque sustituto de bloque
puede también emplearse.

En muchas oportunidades, seré deseable tener
administraciones mdltiples de la vacuna, nromalmente gue no
excedan seis vacunaciones, mis normalmente que no excedan las
cuatro vacunaciones y preferiblemente una o mis, normalmente
por lo menos aproximadamente tres vacunaciones. Las
vacunaciones normalmente seridn de por lo menos con intérvalos
de entre dos a doce semanas, mis normalmente con intérvalos de
tres a cinco semanas. Refuerzos periéddicos en intérvalos de 1-5
afios, normalmente tzes afios. Serd deseable mantener niveles de
proteccién de los anticuerpoa. El1 curso de la inmunizacién
puede sequirse por ensayos para anticuerpos para antigenos
*supernatant”. Los ensayos pueden desarrollarse por medio de
clasificacién con clasificaciones convencionales, tales como
radionucledtidos, enzimas, fluorescencia y sgimilares. Estas

técnicas son bien conocidas y pueden encontrarse en una
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variedad amplia de patentes, tales como la Patente de los
Estados Unidos de Norteamérica Noa. 3,791,932; 4,174,384; y

3,949,064, como ilustracién de estos tipos de ensayos.

EJEMPLO VI

Usos agricolas

Un mecanismo de cura o detencién del virus encefalisis
“caprine” (CAE}es revelado en la actualidad. los principios
descriptos en la presente y los procesos establecidos en los
Ejemplos ITI y III son tamblén igualmente aplicables al virus
CAE que afecta a laa cabras u otros sistemas virales virulentos
de la misma manera de los virus SIV y HIV hacen con los
humanos. E]l mamifero de eleccién para la produccién de
anticuerpos es la hembra que produce leche. El uso de estos
principios y técnicas establecidas anteriormente darén como
resultado un programa que deberdn en aplicaciones adecuadas
erradicar el virus CAE de la manada de cabras.

Otro aspecto de 1la presente invencién incluye el
desarrollo de un procedimiento de diagnéstico in wvitro para
AIDS que incluye ubicar un suero u otro medio bioldgico de un
paciente a ser diagnosticado en contacto con por lo menos una

de las proteinas o glicoproteinas de SIV, HIV-1l o HIV-2, o con
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un lisado wviral o extracto y luego detectar la reaccién
inmunolégica. Un método para implementar la presente invencién
incluye, por ejemplo, y ELISA en la cual las reacciones
inmunoenzimiticas o materiales inmunofluorescentes son
utilizados para detectar 1la presencia de un complejo
inmunogénico. Los ensayos pueden ser medidas de
inmunofluorescencia indirecta o directa o dosificaciones
inmunoenziméticas indirectas o directas.

Por lo tanto, la presente invencién se aplica también a
extracciones de virus clasificados independientemente de que la
clasificacién sea enzimAtica, fluorescente, radicactiva, etc.
Dichos ensayos incluyen ilustrativamente: depositar cantidades
de extraccidn especifica o cantidades de proteinas de la
presente invencién en el pozo de un plato “*microtiter”;
introducir diluyentes mas altas y en aumento de suero a ser
diagnosticado en estas cavidades; incubar el plato
*microtiter”; cuidadosamente lavar el plato “microtiter” con un
tampén adecuado; introducir anticuerpos que sean
especificamente clasificados con inmunoglobulinas humanas en
cavidades del plato"microtiterx”, 1la clasificacién siendo
llevada a cabo por una enzima seleccionada de aquellas capaces
de hidrolizar un sustrato de la manera en gue dicho sustrato
alerte su radiacién-absorcién por lo menos dentro de una banda

especifica de longitud de onda; y detectar, preferiblemente de

an
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un modo comparativo con respecto a un control, la cantidad de
hidrélisis de sustrato ambos respecto de la medicién de dafio
potencial y cualquier presencia actuval de enfermedad.

Otro aspecto de la presente invencién son los “kits” para
el procedimiento de diagnéstico. Estos “Kits” incluyen: un
extracto o fraccién mas purificada de los tipos de virus
antes descriptos, donde este extracto o fraccidtn es
clasificado, por ejemplo, radicactividad, enzimiticamente o por
inmunofluorescencia; anti-inmunoglobulinas humanas o una
proteina A (ventajosamente fijada en u soporte no soluble en
agua tales como gotas Agarose); un extracto de linfocitos
obtenidos de wuna persona saludable como un control;
reguladores, y donde se exigen sustratos para visualizar las
clasificaciones.

Adicionalmente, la vacuna o modulador inmune puede
utilizarse en una variedad de formas para mejorar la respuesta
inmune de un individuo que ha sido infectado de HIV de las
siguiente formas:

I. Como una crema tépica contra el sarcoma del HIV
asociado al Kaposi.

ITI. En una solucién intravenosa tales como salina
puede ser efectiva en reducir la caxga viral y
disminuir el comienzo de la inmunodeficiencia.

Los cirujanos que utilizan también lavados de

L e ]
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III.

salina al lavar un é4rea en particular en el

campo de la operacién puede encontrarla util.
Pude incluirse especialmente el uso de anticuerpo-
antigeno heterétlogo ast como también la
liposomalizacién. Estas formas po@rian
reconstituirse en la forma de enjuague bucal con
anticuerpo antigeno heterélogo solo o Jjunto con
reagentes antifingicos. Una forma de inhalador sola
o junto con una pentamidina. El uso de anticueropi-
antigeno heterdélogo en forma de tableta puede
tomarse oralmente.

Solucién controladora oftdlmica-- para pacientes que
sufren de retinitis asociada al HIV . El regulador
es necesario debide a los cambios de pH que puede
causar el anticusrpo-antigenc heterélogo.

La solucién altamente concentrada para la inyeccion
intramuscular—facilitaria el tratamiento de dafios
por pinchazos de agujas de trabajadores del cuidado
de salud. En easte sentido, el uso de DMSC como
solvente proporcionaria una penetracién
extremadamente rapida entregando concentraciones
altas de anticuerpo antigeno heterdélogo en Areas
pequenias.

La forma supositorio- para la quimoprevencién en
homosexuales debido a gue los lugares principales

de infeccién son el recto e el intestino grueso.
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SY

Quimo-preventivo ducha vaginal y crema. La ducha
puede ser de uso en la exposicién previa al sexo en
una solucién &cida acética estandar. La crema puede
mezclarse con 9-nonoxinol espermicida para usar

junto con el control de natalidad.

VII. La crema descripta en VI puede usarse también en

preservativos.

VIII.lavados vaginales con esponjas- esto puede
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utilizarse por las prostitutas de manera tal que el
anticuerpo-antigeno heterélogo se pueda liberar
luego de varias horas con nonoxinol -9.

Guantes cubiertos de anticuerpo antigeno heterélogo
pueden ser Gtiles para los cirujanos y otros
trabajadores del cuidado social que tratan con
fluidos corporales y sangre.

El uso de anticuerpo-antigenc heterélogce en jabones
liquidos en combinacién con agentes antibacterianos
pueden también ser ftiles en hospitales e
instituciones de inveatigacién. A pesar de que esto
no seria probablemente mids efectivo que el jabén
anti bacterianc los empleados y empresas de
asequradoras de hospitales lo agradecerian.

El adjunto de anticuerpos hetertlogos a resina HPLC
estéril (por ejemplo SiO,-péptido o Si (péptido),,
etc) a ser utilizados como filtro desechable para

sangre y derivados de la sangre con anterioridad a
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la transfusién de pacientes. Esto es para asegurar
que el donante no se encuentra en la ventana

“seroconversion” seroconversioén.

Las composiciones acuosas ( inocula) de solucién anticuerpo
heterélogo como se describe en la presente y que incluye una
cantidad efectiva de complejo anticuerpo-antigenoc heterélogo
disuelto o dispersc en un medic acuocso farmacéuticamente
aceptable. Como se utiliza en la presente, los términos
“contacto”, ™"contactado” y “contactante” son utilizados para
describir el proceso por el cual una viene una cantidad
efectiva de un agente farmacolégico por ejemplo, complejo
anticuerpo-antigeno heterélogo puro o diluto, en yuxtaposicién
directa con la célula objetive. La frase ™ farmacéuticamente
aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones
gque no producen una reaccién adversa alérgica o similar al
administrarse a un humano, tales como anticuerpo-antigena
heterdlogo como se describe en al presente.

La preparacién de una composicién acuosa que contienes una
proteina o proteoglicano, tales como componentes activos
derivados de complejos anticuerpo—antigenc heterslcogo es bien
comprendida en el arte. Tipicamente, tales composiciones son
preparadas como inyectables, ya sea en soluciones liquidas o
suspensiones, formas sélidas adecuadas para la disolucién, o
suspensién, liquidos con anterioridad a la inyeccidén pueden

también prepararse. La preparaciédn puede también emulsionarse.

L



10

15

20

25

9

Los proteoglicanos, por ejemplo, puede formulares de
composiciones en una forma salina o neutral. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales con agregados
dcidos ( formadas con grupos de amino libres de la proteina) y
son formados con &cidos inorginicos tales como por ejemplo,
hidroclérico o aAcidos fosféricos, o dichos &cidos organicos
como acético, oxalico, tartico, mandelico y similares. Las
sales formadas con grupos carboxilos libres pueden derivarse
también de basesa inorgdnicas tales como por ejemplo sodio,
potasic, amonio, calcio, o hidroxidos férricos y dichas bases
orginicas como isopropilamina, trimetilamina, histidina,
procaina y similares.

Al formularse, las soluciones se administrariAn de la manera
compatible con la formulacién en dosificacién y de tales
cantidades como sean terapéuticamente efectivas. Las
formulaciones son administradas facilmente en una variedad de
formas de dosificacién tales como soluciones inyectables,
cépsulas de liberacién de droga y aimilares.

Para la administracién parenteral en una solucién acuosa, el
complejo anticuerpo-antigeno heterdlogo puede ser utilizado
directamente sin cualquier efecto téxico para el animal.
Alternativamente, el complejo anticuerpo-antigeno heterslogo y
la solucién portadora puede disolverse o resuapenderse en un
regulador adecuado, si fuera necesario. Los diluyentes ligquidos
pueden primero proporcionarse de isoténico con salina o glucocsa

suficiente.
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Mientras éstas soluciones acuosas particulares aon
espaclalmente adecuadas para la administracién intravenosa,
intramuscular subcutidnea e intraperitoneal, 1la solucién
portadora anticuerpo-antigena heteréloge de la presente
invencién puede administrarse directamente en una concentracién
completa. En esta relacidn, los procedimientos acucsos
estériles para producir portador anticuerpo-antigeno heterdlogo
pueden emplearse, como conocerin aquellos expertos en el arte
2 la luz de la revelacién de Ja presente. Por ejemplo, una
dosificacién puede disclverse en 1 mlL de isoténico solucién
NaCl y agregarse a 1000 mih de fluido hipodermoclisis o
inyectarse al sitio propuesto de infusidn ( ver por ejemplo
*Renington ‘s Pharameutical Sciences” 15 edicién paginas 1035~
1038 y 1570-1580). Alguna  variacién en dosificacién
necesariamente ocurriri dependiendo de la condicién del sujeto
que sSe esta tratando. La persona responsable de la
administracién, determinara en cualquier momento la
dosificacién aproplada para el sujeto en particular. Ademis,
para la administracién humana, las preparaciones deben tener
esterilidad pirogenicidad, seguridad general y estéindares de
pureza come se regquiere en la Oficina FDA de Estandar
Biolégicos.

Mientras que esta invencién ha sido descubierta en referencia a
realizaciones preferidas ilustrativas, esta descripcién no
pretende interpretarla en un sentido limitativo. Varias
modificaciones vy combinaciones de xealizaciones preferidas

ilustrativas, asi como también otras realizaciones preferidas
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de la invencidén seran obvias para las persocnas expertas en el
arte al referirse a la descripcién. Se pretende por lo tanto
que las reivindicaciones mencionadas comprendan cuaiquiera de

las demds realizaciones preferidas o modificaciones.
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REIVINDICACIONRES

Una composicién inmunomodulatoria caracterizada porque
comprende:

anticuerpos hetertlogos especificos para un antigeno; y

un antigeno, donde los anticuerpos heterdlogos forman un
complejo con el antigenoc parxa combinar con un portador

aceptable farmacéuticamente.

la composicién de la reivindicacién 1, que comprende

ademds un portador farmacéuticamente aceptable.

La composicién de la reivindicacién 1, caracterizada porque

los anticuerpos heterélogos son pollclonales.

La composicién de la reivindicacién 1, caracterizada porque

los anticuerpos heterélogos son monoclonales.

la composicién de la reivindicacién 1, caracterizada porque
los anticuerpos heterdlogos se crian en una cabra.

La composicién de la reivindicacioén 1, caracterizada porque
los anticuerpos heterdlogos son anticuerpos antiretrovirus

de las cabras
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63,

La composicién de la reivindicacién 1, caracterizada porque
los anticuerpos heterdlogos son anticuerpos policlonales
que se crian en una cabra embarazada y se asilan de la

leche de la cabra.

La composicién de la reivindicaclén 1, caracterizada porque
el antigeno es un virus inmunosupresivo humane muerto

caliente .

La composicién de la reivindicacién 1, caracterizada porque
el antigeno es un virus inmunosupresivo “simian® muerto

caliente.

La composicién de la reivindicacién 1, caracterizada porque
el antigeno es un patdgeno Iinmunosupresive inactivado
quimicamente.

La composicién de la reivindicaclén 1, caracterizada porque

el portador es un requlador de salina.

La composicién de la reivindicacién 1, caracterizada porque

el antigeno es un patégeno inmunosupresivo atenuado.
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16.

17.

18.

64

La composicién de la reivindicacién 1, caracterizado porque
el antigeno es aislado del paciente a ser tratado con la
composicién y los anticuerpos heterélogos se crian contra

aquel aislamiento especifico

Una vacuna para estimular respuestas inmunes en un huédsped
inmunosupresivo que comprende:

anticuerpos heterélogos especificos para un antigeno;

un antigeno, caracterizade porque los anticuerpos
heterélogos forman un complejo con el antigeno; y

un portador farmacéuticamente aceptable.

la composicién de la reivindicacién 14, que comprende
ademas un portadoxr farmacéuticamente aceptable.

La composicién de 1la reivindicacion 14, donde los

anticuerpos heterdlogos son policlonalea

La composicién de la reivindicacién 14, caracterizada

porque los anticuerpos heterélogos son monoclonales.

La composicién de la reivindicacién 14, caracterizada

porque loa anticuerpos heterdlogos se crian en una cabra.

£
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20.

21.

22.

23.

24,

La composicién de la relivindicacién 14, caracterizada
porque los anticuerpos heterf6logos son anticuerpos

antiretrovirus de cabras.

La composicién de la relvindicacidén 14, caracterizada
porque los anticuerpos heterdlogos son anticuerpos
policlonales criados en una cabra embarazada y aislados de

la leche de la cabra

La composicién de la reivindicacién 14, caracterizados
porque el antigeno es un virus inmunosupresive humano

muerto caliente.

La composicién de la reivindicacién 14, caracterizada
porque el antigeno es un virus “simian® inmunosupresivo

muerto.

La composicién de la reivindicacién 14, caracterizada
porque el antigeno es un patébgeno inmunosupresivo

inactivado quimicamente.

La composicidn de la reivindicacidn 1, caracterizada porque

el portador es una salina regulada.

£%
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26.

27.

28.

29,

30.

La composicién de la reivindicacién 14, caracterizada

porque el antigeno es un patégeno inmnosupresivo atenuado.

La composicién de la reivindicacién 14, caracterizada
porque sl antigenc esta aislado del paclente a ser tratado
con la compasiciétn y los anticuerpos heterélogos se crian

contra aquel aislamiento especifico.

Un método para vacunar a un huésped contra un patdgeno
inmunosupresive, cuyo método comprende la adminiatracién de
dicho huésped de una cantidad efectiva de antigeno atenuado
de un patégeno Immunosupresive y anticuerpos heterdlogos

como se define en la reivindicacién 1.

El método de la reivindicacién 27, caracterizado porque los

anticuerpos hetertlogos son policlonales.

El método de la reivindicacién 27, caracterizado porgue los

anticuerpos heterélogos son monoclonales.

El método de la reivindicacién 27, caracterizado porqus los

anticuerpos heterdélogos se crlan en una cabra.
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31.

32.

33.

4.

35.

36.

&%

El método de la reivindicacién 27, caracterizado porque los
anticuerpos heterbdlogos son anticuerpos antiretrovirus de

cabra.

El método de la reivindicacién 27, caracterizado porque los
anticuerpos heterélogos son anticuerpos policlonales
criados en cabras embarazadas y se aislan de la leche de

cabra.

El método de la reivindicacién 28, caracterizado porque el
antigeno ea un virus inmunosupresivo humano caliente

muerto.

El método de la reivindicacién 29, caracterizado porque el
antigeno es un virus “simian" inmunosupresivo muerto

caliente.

El método de la reivindicacién 29, caracterizado porque el
antigeno es un patdgenc inmunosupresivo inactivado

quimicamente.

El método dea la reivindicacién 29, caracterizado porque el

portador es una salina reguladora.

£8
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39.

40.

&8

El método de la relvindicacién 29,c caracterizado porque el

antigeno es un patégeno inmunosupresivo atenuado.

El método de la reivindicacién 29, caracterizado porque el
antigeno se encuentra asilado del paciente a ser tratado
con la composicién y los anticuerpos heterdSlogos son

criados contra ese aislamiento especificos.

Un método de inmunomodulacién caracterizado por comprender
los pasos:

aislar un agente inmunosupresivo etiolégico de un huésped
inmune suprimido ; purificandoc el agente etioldgico
inmunosupresivo;

inocular un animal a través de barreras de especles con
agente purificado etiolégico inmunosupresivo;

purificar anticuerpos xenotipicos del animal especifico al
agente etiolégico inmunosupresive; y

mezclar un agente etiolégico inmunosupresivo inactivado con
los anticuerpos purificados xenotipicos para producir el

inoculante.

El método de la reivindicacidén 39, que comprende ademis el
pasc de inocular el huésped suprimide inmune con el

inoculante.

£
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41. El método de la reivindicacién 39, caracterizados porque

los anticuerpos heterSlogos son policlonales.

42. E1 método de la reivindicacién 39, caracterizado porque los

anticuerpos heterélogos son criados en una cabra.

43, El1 método de la reivindicacién 39, caracterizado porque los

anticuerpos heterélogos son anticuerpos anti-retrovirus de

cabra.

44. E1 método de la reivindicacién 39 caracterizado porque los

anticuerpos heterélogos son anticuerpos policlonales
criados en una cabra embarazada y se asilan de la leche de

la cabra.

45. E1 método de la reivindicacién 39, caracterizada porque el

agente etiolégico inmunosupresivo Y} un virus

inmunosupresivo humano muerto caliente.

46. E1 método de la reivindicaclién 39, caracterizado porque el

agente etiolbdgico inmunosupresivo es un virus

inmunosupresivo simjan muerto caliente.

«77
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47. E1 método de la reivindicaciédn 39, caracterizado porque el

agente etiolégico inmunosupresivo

imminosupresivoe inactivado quimicamente.

<0

un

patdgeno
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COMPOSICIONES MEJORADORAS INMUNOMODULADORAS Y

NEUTRALIZANTES DE ANTICUERPOS

RESUMEN DE LA INVERCION
Una composicién y método para la modulacién inmune de

infecciones patogénicas es revelados. Mis particularmente es
revelada una composicién y método para mejorar la habilidad
para responder de los mamifercs, por ejemplo, patdgenos
inmunosupresivos,en la cual un antigeno objetivo es mezclado
con una antisera heterologa especifica o un reactivo
transversal a aquel antigeno para producir un inoculante. E1l
inoculante es utilizado para causar respuestas inmunes
especificas y naturales a los anticuerpos heterdlogos para
mejorar la fijacién de complemento y respuestas celulares y

humorales especificas.
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Docket No.: 5684.2-1

NEUTRALIZING ANTIBODY AND IMMUNOMODULATORY
ENHANCING COMPOSITIONS

TE F INVENTION

This invention in the field of cell biology, physiology and medicine relates to the bioactive
compositions containing a combination of antigen and heterologous antibodies to produce an
immunomodulatory composition for use in treating immunosuppressive infections.

BA ND OF

Without limiting the scope of the invention, its background is described in connection with
immunosuppressive viruses, ¢.g., SIV and HIV, as an eample.

Acquired immune deficiency (AIDS) is recognized as an epidemic in several areas of the
world, including the United Statcs. Human Immunodeficiency Virus (HIV-1), a retrovirus, has
been identified as the ctiologic cause of the diseasc. HIV-1 was previously identified as Human
T-Cell Lymphotropic Virus Type III (HTLV-III) and Lymphadenopathy Associated Virus (LAV).
To date, two related but distinct viruses HIV-2 and HIV-3, have been identified. HIV-2 is closely
related to Simian Immunodeficiency Virus (SIV-mac), which causes an AIDS-like discase in
macaques. Alignments of the mucleotide sequences of HIV-2 and SIV reveal a considerable
homology between HIV-2 and SIC-mac. These two viruses share approximately 75% overall
muclectide sequence homology, but both of them are only distantly related to HIV-1 with
approximately 40% bomology. Sub-straing of HIV-1, HIV-2 and HIV-3 have been identified.
All strains and sub-strains may be referred to individually, HIV-1, HIV-2 and HIV-3 have been
identified. All strains and sub-strains may be referred to individually, HIV-1, HIV-2 and HIV-3
and their sub-strains may causc immune suppression in humans.

The groups at high risk of infection with HIV include homosexual and bisexnal men and
abusers of injected drugs. Before the advent of reagents that made large-scale screening for HIV
antibodics available, high-risk groups included whole blood transfusion recipients. Other
predictable high-risk groups are women artificially inscminated with sperm from infected donors,
sexual partners of those infected with HIV, recipients of organs and fetuses in HIV infiected
women. Evidence indicates that HIV is tranamitted heterosexually.

Presently, the therapies in usc are generally limited to regimens designed to treat the
opportunistic infections and neoplasias associated with AIDS and its related illnesses and to target
the replicative cycle of the virus. Very few treatments are available, however, which attach HIV,
the underlying cause of AIDS, a fital discase. Among the known antiviral and antiretroviral
drugs, which are believed to merely slow down viral replication and that do not cure the discase,
are azidothymidine (AZT), alpha interferon, gamma interferon, azimexon and isopinosine.
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Remission of some Karposi’s Sarcomas have been reported following treatment with alpha
interferon, but other antiviral drugs have not proven effective against HIV infections.
Immunomodulators, such as cimetidine and interleukin-2, which are intended to stimulate T-cells
and natural killer cell activity, have also been reported as useful in the treatment of AIDS. Similar
claims have also been made in comnection with indomethacin, an anti-inflammatory and
prostaglandin inhibitor. In summary, current methods for treating individuals infected with HIV
are few, and largely ineffective.

In addition to HIV, a mumber of infectious diseases are caused by virulent
immunosuppressive pathogenic organisms. These disease states are often accompanied by other
opportunistic infections and/or discases duc to the compromised immune system of affected
patients.

There is new cvidence that new cpidemics are cmerging throughout the industrialized,
developing and transitional countries of the world. For example, in South Africa alone, the harm
caused by the HIV in confirmed by the finding that more than 14% of its nearly 40 million
citizens are infected with HIV. By 2010, the national infection rate in South Africa is expected to
rcach 25%. la other pariz of the world, the life expectancy of the adult population is expected to
drop 10 to 15 years by the year 2010. The human devastation, pain, suffering and ultimately
death to victims are occurring at rates unmatched in the history of man.

Today, the rates of reported cases of HIV infections are increasing in geometric proportions
and clinical treatments represent marginal improvements in the management of health care in this
area. The rapid spread of HIV infection is out of control. Unless improved treatments are found,
the future outlook for the state of the world’s health is dismal,

In addition to the genes that encode structural proteins (the virion capsid and envelope
glycoproteins) and the enzymes required for proviral synthesis and intcgration common to all
retroviruses, HIV and SIV encode genes that regulate virus replication as well as genes that
encode proteins of yet unknown function. The only notable difference in the genetic
organizations of HIV and SIV resides in the open reading framo referred to as vpx, which is
absent in HIV-1 and vpu in HIV-1 but not in HIV-2 and SIV. These viruses are both tropic and
cytopathic for CD4 positive Tdymphocytes. A great oumber of studics have indicated that CD4
cells function as an incubator for viral replication.

Some therapeutic success has been observed following intravenous immunogiobulin
treatment of HIV-infected children (Clavelli, et al., Padiatr. Infec. Dis. 588207 (1986)). It bas
been proposed that this treatment may be particularly beneficial to HiV-infected children. These
children exhibit increased susceptibility to bacterial and viral infections du¢ to both the
destructive cffects of HIV-1 infection and because infants posscss an immature immunc system.
Specific anti-HIV-1 antibodies may have protective effects agminst infection.  Passive
administration of immunoglobulin from asymptomatic, HIV-1 positive individuals has led to a

ns,
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temporary clinical improvement in these individuals (Wendler, et al, AIDS Res. And Hum,
Retroviruses 3:177 (1987) and Rank, et al., Clin. Exp. Immunol. 69:231 (1987)). Another study
has shown that children born to HIV-1 positive mothers were less likely to be infected with HIV-1
if they possessed serum with high neutralizing activity (Broliden, et al., AIDS 3:577 (1989)).

These studies indicate that the presence of matemnal antibodies may confer protection when
passed from mother to child. Transfusion of serum from HIV-1 infected individuals, however, is
not feasible on a larpe scale from a logistical view. Furthermore, it is untikely to have broad
application as a number of sub-strains have been identificd that would evade immmunc
surveillance.

One source of protective immunoglobulin to HIV-1 infected patients is from already
infected individoals. The use of human antisera from infected individuals carries with it the
obvious risk of additional infection to infected patient and health care workers. In addition, such
immunoglobulin may contain virus particles which could be infectious to treated populations, thus
complicating antisera production if not ultimately patient therapy.

SUMMARY THE |

The subject invention relates, in one aspect, to pharmaceutical composition containing as
active ingredients thereof (1) heterologous antibodies reactive with a pathogenic organism, such
as a virus, bacteria, fungus, venom, pollen and the like, to which the antibodies are specific or
cross-reactive; and (2) the antigen to which the heterologous antigens are specific or to which they
cross-react.  The reactive or cross-reactive antibodies may be polyclonal or monroclonal. The
present invention is based on the recognition that natural antibodies react or cross-react with
heterologous antibodios. By heterologous antibodies, it is meant that the antibodies are derived
from a different source than the host or target immune system.

As an illustration of the production of pathogenic reactive antibodies, anti-HIV polyclonal
scrum is produced by immunizing an animal with HIV viral lysate, i.e., purified or semi-purified
components of live or inactivated virus. Alternatively, DNA isolated from HIV virus may be
used to produce HIV antigen by recombinant methods, A variety of animals can be immunized
with such a lysate including mice, rabbits, horses, cows, donkeys, sheep, pigs, humans, monkeys
and primates (including humans) to produce the heterologous antibodies. ' When crossing species,
the term heterologous is used as the antibodies arc from a different source. The passive transfer
of xenogenic antibodics has long been used in the case of Rh disparate mother and child in the
form of RhoGam®. The problem with xenogenic antibody transfer, however, is that the host may
develop a strong immune response to the transferred antibodies.

Historically, it was specifically recognized that in patients with normal immune systems, it
would be counter-indicated to immunize with large foreign proteins, such as xenogenic antibody-
antigen complexes. In most cases, it would be counter-indicated to provide passive immunity
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with xenogenic antibodies, as a strong immune response would normally be mounted against
those antibodies. However, because of similaritics between the goat immune system and human
immune system, the inoculation of a human with a normal immune system with goat antibodies
will not result in the severe immune complex reactions customarily anticipated with other foreign
animal proteing, The present invention is based on the recognition that the immune-suppressed
patients that are to reccive the inoculation of the present invention do not have normal immune
systems. In fact, the compositions and method of the present invention are designed to activate
the host immune system by activating natural and acquired immune responses.

Humans, other primates and goats may be used to produce antibodies for use with the
present invention, with goats being a particularly useful animal for this purpose. The discussion
that follows focuses on the goat. The antibody ingredient present in the bioactive compositions of
this invention may be of male or female goat origin. In one embodiment of this invention, anti-
HIV-1 antibodics are produced by administering to a goat HIV-1 encoded protein in an amount
sufficient to stimulatc an immune response. The HIV-1 encoded protein may be purified from a
lysate of HIV-1 infiected cells or it may be produced by recombinant methods.

The goat antibodies produced as described herein may be formulated in accordance with
this invention in a composition for inhibiting viral replication in vitro or in vivo biologic system.
The inhibitory cffectiveness reasonably suggests its administration ag an immunotherapeutic to
humans infected by the HIV-1 virus, or related viruses.

More particularly, the present invention is directed to an immunostimulatory composition
or vaccine for stimulating immune responses in an immunosuppressed host that inclodes
heterologous antibodies specific for an antigen. The heterologous antibodics form a complex with
the antigen. Also, the heterologous antibody-antigen complex may be mixed with a
pharmaceutically acceptable carrierr In particular, the bases of the immunostimulatory
composition is bascd on the realization that current vaccines and therapies fail to addross the
immunosuppression of the individuals affected by an immunosuppressive pathogen. In fact, the
present imvention is based on the counter-intuitive recognition that the immunosuppressed patient
is unable to mount a specific immune response using T cell mediated immunity, By providing the
specific antigen that is causing the infectious disease in a killed or attenuated form with
heterologous antibodies, the immune system of the host is able to recognize the hetcrologous
antibodies and mount an immune response that coordinated both the anti-antibody and the anti-
antigen response of the host.

BRIEF DESCRIPTION OF THE, DRAWINGS
For a more complete understanding of the features and advantages of the present invention,
reference is now made to the detailed description of the invention along with the accompanying
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figures in which corresponding numerals in the different figures rofer to corresponding parts and
in which:

FIGURE 1 is a graph depicting the inhibition of SIV infection expressed as the mumber of
fusion sites in CEMx174 cells by various dilutions of goat anti-S1V serum over time;

FIGURE 2 is a graph depicting the inhibition of SIV infection expressed as the mumber of
fusion sites in CEMx174 celis by various dilutions of goat anti-SIV serum at Day 2 post-infection
versus a normal serum control; and

FIGURE 3 is a graph depicting the inhibition of SIV infection expressed as the number of
fusion sites in CEMx174 cells by 1:20 and 1:80 dilutions of goat anti-SIV serum over time.

LED D N OF N
While the making and using of various embodiments of the present invention arc discussed
in detail below, it should be appreciated that the present invention provides many applicable
inventive concepts that may be embodied in a wide variety of specific contexts. The specific
embodiments discussed herein arc merely illustrative of specific ways to make and use the
invention and do not delimit the scope of the invention.

HETER! OSS- ACTIVITY

An immunocompetent animal will produce an immunological response to a foreign protein.
The immunological response to the foreign protein predictably comprises both hnmoral
(antibody) and cellular Qymphocyte and phagocyte) immune factors. The humoral response
produces antibodies which include, but are not limited to, IgM, IgG and IgA. The antibodics
produced may be either of two classes: (a) a neutralizing antibody, i.c., an antibody not requiring
the complement system for cellular or viral destruction; and (b) a complement fixing antibody.

The practice of using vaccinations as a technique for acquiring immunity has occurred
since at least the 1700’s whon Edward Jenner first recognized the correlation between cowpox
and the lessening of the virological virulence of smallpox in milkmaid’s population.

In this historical event, in 1798, Jenner inoculated a live cowpox virus o an
immunologically heaithy boy, and upon subsequent inoculation of the child with live smallpox
virus, the child did not develop life-threatening smallpox. In this instance, the outer membrane of
the cowpox virus was so similar to the amallpox virus that the body’s immune system could not
tell the two apart; thus, antibodies raised against cowpox virus administered to a buman also could
react against invading smallpox virus. This method required the direct administration of a virus to
humans, said virus being capablc of causing discase in bovines but not in humans.

It has now been found that viral noutralization or bacterial lysis by antibodies developed in
onc mammal upon exposure to a virus or bacteria, respectively, can be administered to another



10

15

20

Docket No.: 5684.2-1

mammal to provide treatment for the suppression or prevention of infections caused by direct
exposure to the virus or bacteria.

Higher animals have, by evolution, established several very cifective means of defense
against microbes involving the immmune system. Invading bacteria are rapidly identified, via
complement and immunoglobulin opsonization, phagocytozed and destroyed by the cellular
immune system and white blood cells (neatrophils and macrophges). Globulins arc cssentially
nature’s perfect antibodies. Complement, available as a precursor protein which is activated by
the presence of microorganism and globulins, also function in antibacterial activitics.
Opsonization of foreign organisms in the memory component of the immunc system. After
previous antigenic exposure, the immune system produces a series of globulins which attach to
and coat bacterial or neutralize viruses so that they are readily recognized, phagocytosed and
destroyed by necutrophils and macrophages. Foreign proteins of invading organisms also
stimulate a homoral immune response which over a period of time (3-6 weeks) amplifies the
number of colls degignod to recognize and destroy specific invaders. Tables | and 2 present the
antimicrobial functions of immunoglobulins and the metabolic properties of immunogiobulins.

TABLE 1
ANTIMICROBIAL FUNCTIONS
1 Bacterial lysis (requires complement)
2 Opsonization (enhanced by complement)
3 Toxin neutralization
4 Viral neutralization (may be enhanced by complement)
5 Mediates Antibody Dependent Cell-Mediated Cytoxicity (ADCC)
6 Synergistic activity with antibiotics
TABLE
METABOLIC PROPERTIES OF IMMUNOGLOBULINS
IgG IgA IgM igh | IgE
Serum level 989 200 100 3 0.008
Means (mg/dl) (range) (600-1600) | (60-300) | (45-150)
Total body pool 1030 210 36 1.1 0.01
Synthesis rate 36 28 22 04 | 0004
Plasma half life 21 59 5.1 28 24
Fractional turnover rate 6.9 240 10.6 370 | 720
Fraction for each class in plagma means 0.52 0.55 0.74 075 | 0.51
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The fraction represents the portion of the total immunoglobulins of cach class that is found
in the plasma of humans.

Host responses are initiated only after foreign substances, such as bacterial, fungus,
protozoa, parasites or viruses which already have colonized tissues and are beginning to enhance
their own defenses (antigen masking, replication, biofilm, toxins). The host defense strategies
require time to reach peak responses. During this time period, serious infection may be
established, especially in immuno-compromised patients. The presence of tissuc damage and
foreign bodies lower thresholds of infection and diminishes effective responses, thus, the foreign
agent is neutralized or coated by antibodies concurrently. The complementary activity would
synergistically optimize the antipathogenic effectiveness of the bicactive compositions of this
invention.

The bacteria contemplated within the scope of this invention includes Salmonclla typhi,
Shigella sonnci, Shigella Flexneri, Shigella dysenteriae, Shigella boydii, Eschericia coli, vibrio
cholera, Group D-2, Group E, Group G, Group L Group 1, Listeria, Erysipelothrix,
Mycobaterium, Aerobic pathogenic Actinomycetales, Enterobacteriaceae Vibrio, Pscudomonas,
Plesiomonas, Helicobacter, W. succinogenes, Acineto bacter spp., Flavobacterium, Pscudomonas,
Legionclla, Brucella, Haemophilus, Bordetalla, Mycoplasmas, Gardnerclla, Streptobacillus,
Spirillum, Calymmatobacterium, Clostridium, Treponema, Bonrclia, Leptospira, Anaerobic
Gram-negative Bacterial including bacilli and Cocci, Anaerobic gram-Positive Nonsporeforming-
bacilli and Cocci, Yersinia, Staphylococcus, Clostridium, Enteroccus, Streptococcus, Aerococcus,
Planococcus, Stomatococcus, Micrococcus, Lactococcus, Germella, Pedioccouccus, Leuconostoc,
Bacillus, Neisseria, Branhamella, Corync bacterium, Campylobacter, Arcancbaterium
haemolyticum, Rhodococcus spp., Rhodococcus, Group A-4.

Also included are resistant or non-resistant bacteria selected from the group consisting
cssentially of Enterobacteriaceac, Klicbsiella sp., Bacteroides sp., Enterococei, Proteus sp.,
Streptococeus sp., Staphylococcus sp., Pscudomonas sp., Neisseria sp., Pedptostreptococcus sp.,
Fusobaterium sp., Actinomyces sp., Mycobacterium sp., Listeria sp., Corynebacterium sp.,
Proprionibacterium sp., Actinobacillus sp., Acrobacter sp., Borrelia, Campylobacter sp.,
cytophaga sp., Pasteurella sp., Clostridiom sp., Entcrobacter acrogenes, Peptococcus sp., Proteus
vulgaris, Proteus morganii, Staphylococcus aurcus, Streptococcus pyogenes, Actinomyces 8p.,
Campylobacter fetus, and Legionella pneuophila, ampicillin-resistant strain of S. aureus, and
methicillien-resistaant strain of S. aureus.

The viruscs contemplated within the scope of this invention include hepatitis A, hepatitis B,
hepatitis C, Varicella-Zoster virus, Rotaviruses, polio virus, bhuman immunodeficiency virus
(HIV), herpes simplex virus type 1, lnman retroviruses, herpes simplex type 2, Ebola virus,
cytomegalo viruses, Herpes Simplex viruses, Human cytomegalovirus, Varicclla-Zoster Virus,
Poxvirus, Influenza viruses, Parainfluenze viruses, Respiratory Syncytial Virus, Rhinoviruses,
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Coronaviruses, Adenoviruses, Measles virus, Mumps virus, Rubclla Virus, Human Parvoviruses,
Arboviruses, Rabies virus, Enterovirases, reoviruses, viruses Causing gastroenteritis Hepatitis
Viruses, Filoviruses, Arcnaviruses, Papillomaviruses, Polymaviruses, Human Immonodeficiency
viruses, Human Retroviruses, Spongiform Encephalopathies, Amyotropic Lacteral Sclerosis, and
Mutltiple Sclerosis.

In the last decade, intravenous immumoglobulins (IVIG) have become a major treatment
regime for bacterial and viral infections and of primary and sccondary immunodeficiency states.
For example, Bucklye, et al., New Eng. J. Mcd. 325:110-117 (1991), describe using intravenous
immune globulin in the treatment of immunodeficiency diseases, and Cometta, et al., New Eng. J.
Med. 327:234-239 (1992), describe the prophylactic intravenous administration of standard
immune globulin and core lipopolysaccharide immune globulin in patients at high risk of post-
surgical infection. 1VIGs are prepared from the pooled plasmas of large numbers of donors, and
tend to have a broad representation of antibodies. Specifically, pooled polyvalent human
globulins usually contain antibodies for ubiquitous pathogens such as H. Influenza type b,
pacumococci, staphylococci, diphtheria, tetanns, respiratory syncitial virus (RSV), measles,
cytomegalovirus (CMV), and varicella zoster virus. Antibody concentrations from lot to Jot and
from manufacturer to manufacturer usually vary only two to four fold when mcasured by anitbody
binding assays. However, functional assays often show nmuch larger lot to lot variations as do
antibody concentrations to less common pathogens (see, Siber, et al., “Use of immune globulins
in the prevention and treatment of infections™, Current Clinical Topics in Infectious Discase,
Remington J S, Swartz MM, cds., Blackwell Scientific, Boston, 12:208-257 (1992).

IVIG therapy has been reported to be beneficial for more than thirty-five diseases produced
by immunopathologic mechanisms. Pasgive immunization depends on the presence of high and
consistent titers of antibodies to the respective pathogens in each preparation.

Nosocomial infections are derived from the hospital or clinical setting, and are also a
serious problem. Specifically, bacteria and viruses present in the hospital or clinic can infect a
recovering patient and put the patient at risk or prolong the recovery period. A patient’s risk
factors for nosocomial infection can be intrinsic, such as susceptibility to infection due to
immunosuppression, or extrinsic, such as invasive medical interventions (e.g., surgery or use of
medical devices such as catheters, ventilators, etc.).

Staphylococcus aurcus is an important cause of nosocomial infection, cspeciaily
nosocomial pneumonia, surgical wound infection and bloodstream infections (Panlilio, et al.,
Infect. Cont. Hosp. Epidemiol. 13:582-586 (1992). Other pathogens commonly associated with
nosocomial infection include, but are not limited to, Escherichia coli, Psendomonas aeruginosa,
Enterococcus supp., Entorobacter supp., coagulase-negative staphylococci (CNS), and Candida
albicans (Emori, et al., Am. J. Med. 91: (Suppl 3B) 2898-293S (1991). Hospitals and clinics
typically employ strict sterilization procedures and use antibiotics such as methicillin, oxacillin,
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and nafcillinio combat virulent bacterial pathogens. However, nosocomial infections still occur in
great numbers and are expected to increase with a aging population.

The usc of intravenous immunoglobulins to prevent nosocomial infections has been
discussed in Siber, New Eng ]. Med. 327:269-271 (1992). Passive immunization against
infections has been particularty successful using immune globulins containing antibodics specific
for tetanus, hepatitis B, rabics, chickenpox, and CMV. However, it is reported that there is an
inconsistent benefit from using intravenous immune globulins to prevent nosocomial infections.
This may be duc to variable lot-to-lot levels of antibodies to the more common nosocomial
pathogens and emerging ncw serotypes.

U.S. Patent No. 4,412,990 to Lundblad, et al. Discloses an intravcnous pharmacecutical
composition containing immunoglobulin (IgG) and fibronectin that cxhibits a synergistic opsonic
activity which results in enhanced phagocytosis of bacterial, immune complexes and viruses.

U.S. Patent No. 4,994,269 to Collins, et al. discloses the topical use of monoclonal
antibodies for the prevention and treatment of experimental P. aeruginosa lung infections.
Specifically, the antibodics are administered via acrosol spray to the lungs. Results show
beneficial effects in the treatment of Pseudomonas pneumonia.

U.S. Patent No. 4,714,612 to Nakamura, et al. discloses the use of a non-specific gamma
globulin 1gG in a mouthwash for preventing gingivitis. Ma, et al., Arch. Oral Biol., 35 suppl:
115s-122s, 1990, discloses the use of monoclonal antibodies specific for Streptococcus mutans in
a mouthwash. Experiments showed control subjects expericnced recolonization with
Streptococcus mutans within two days, but those treated with the monoclonal antibodies remained
free of Streptococcus mutans for up to two years.

The present invention provides for the direct, concentrated, injected or transfusion delivery
of passive immunity to a specific antigen and redirection of the host immune system to the
antigenic entity. The present invention provides new compositions that include a full repertoire of
immunoglobulin classes (IgG, IgA, IgM) and meothods for prophylactic positioning of the
compositions wherein the compositions are applied directly to stored blood (banked blood)
wounds, burns, latex, rubber, tissues (including the inner and outer surface of the skin body
cavitics, mouth, system, etc.) and biomaterial devices as a cream, gel, ointment, vaginal and rectal
products, coating layer, or the like to prevent and treat infections from microorganisms and
viruses.

The infection may also be provided as a biocompatible vaccine by providing the
heterologous immunoglobulin-antigen complex in a biodegradable matrix (such as those that are
poly lactic acid based) to provide a broad spectrum of antibodies to specific infectious pathogens
immobilized thoreon or encapsulated therein. The invention facilitates the predetermined timed-
release of bioactive compositions of this invention in the treatment of and for the prevention or
substantial inhibition of pathogenic replication.
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The invention may also be used to provide a method of nsing the immunomodulatory
entrapped antigens and heterologous immunogiobulin compositions in high concentration,
whercby retroviruses or other immunosuppressive pathogenic organisms (virus, fungus, bacteria
and/or protozoa and the like) cause opportunistic imfections are pre-opsonized in situ for enhanced
phagocytosis and killings.

According to the invention, the direct, concentrated local delivery of passive immunity is
accomplished by applying a composition having a full repertoire of immunoglobulins (1gG, IgM
and IgA) to biomaterials, implants, tissues and wound and bumn sites. The compositions
preferably have ¢lcvated concentrations of certain immunoglobulin classes (IgG, IgM and IgA),
and elevated antibody titers to specific microorganisms that commonly cause biomaterial, bum,
mucosal, tissue, surgical wound and body cavity infections. Compositions within the practice of
this invention may take several forms, including cremes, gels, cintments, lavage fiuids, sprays,
lozenges, coatings, layers or any of the topical mode of administration. In addition, the
compositions may be combined with or immobilized on a biocompatible and/or biodegradable
material, or be impregnated in or encapsulated within a biocompatible-biodegradable polymeric
matrix material for sustained rclease. The compositions can be used for both prevention and
treatment of infections.

In oral applications, the compositions would ideally be provided as a lozenge, mouthwash
or spray, while, in traumg patients, the composition may be best applied as a cream or cintment,
or as part of a fluid infusion, biomaterial implant or fixation device. The immunoglobulins and
other antibodies of the present composition can be immobilized on a biocompetible and/or
biodegradable material or encapsulated within a  biodegradable-biocompatible
matrix/microspheres which is placed in-situ in a patient’s infected area, wound site or surgical
arca, or to be coated on a catheter ar the like that is inserted in a body cavity.

Where the inhibition of immunosuppressive pathogenic organisms is substantial, the
pathogen load (i.c. viral, bacterial) will be reduced and the potential for the production of toxins
by bacterial, virus, fungus or other microbes minimized.

Upon creating lmmoral and cellular-immunity in a non-human mammal, introdaction of the
resulting IgA, IgG1, and/or other ncytralizing antibodies and other immunocompetent antibodies
and cellular activity on or into a system containing a virus, such as human immunodeficiency
virus (HIV), prevents virus replication and renders that virus noninfectious. In so doing, further
viral replication may be retarded, blocked or stopped by means of the IgA, IgGl, other
ncutralizing antibodies and cellular immune action.

An immnnocompetent animal makes antibodies in responsc to simian immunodeficiency
virus (SIV), HIV and/or other viruses. These antibodies react with the virus in an antigen-
antibody reaction. The normal response for antibody production is for IgM to be produced first,
followed by IgG. The antibodies IgM and IgG are not capable of activating or causing
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biodestruction of some viruses, such as the SIV or HIV virus. It is belicved that the bases for this
incompetent antigen-antibody response is that the STV/HIV virus either produces intrinsically,
through cither viral synthesis or host cell synthesis, an SIV, HIV or viral complement inhibiting
factor which prevents activation of the complement system, iec., viral destruction. The
incompetent antigen-antibody response is itself incapable of activating the body’s complement
system, because the antibodies IgM and IgG are known t0 be complement fixing antibodies.
Thus, where the incompetent antigen-antibody response is detected by standard techniques, the
incompetent antigen-antibody response can be eliminated or bypassed as an inhibiting factor by
the use of antibodies that are of the neutralizing antibody class.

Using this methodology of inserting into mammals viruses for which IgM and IgG may not
activate or cause biodcstruction such as SIV, HIV, Polioviruses, Influenza, Hanta virus, pox
viruses, Caprine Encephalitis (CAE) virus, Herpes-viruses, Hepatitis, Enccphalitis, measles,
mumps, Ebola, and/or Rubella, serum containing noutralizing antibodies and cellular immunity
may be obtained naturally. These products when suitably treated and prepared may yield as a
minimum the following: (a) a vaccine suitable for nse in humans; (b) an immunological barrier to
virus transmission via mucosal surfaces by way of creams, sprays, liquids and swabs; and (c) a
serum to arrest further viral development.

Each of these applications for inhibiting or preventing the proliferation of abnormal cells in
biological systems (in vitro or in vivo) is based upon, but not limited to, the use of antibodics
produced in non-human mammals in a paticnt or subject which, upon being exposed to SIV, HIV
or similar viruses, does not die but rather produces an immunological reaction. The mammal’s
immunlogical reaction to the introduction of the SIV and/or HIV virus yields antibodies which are
complement fixing and/or neutralizing antibodies and also cellular immune reactions which when
treated in accord with accepted procedures yield the production of a usable serum
immunoglobulin which can then be used to prevent further virus replication.

It is known that, in procedures described herein, SIV, HIV and their immunoglobulin, in
particular, IgA, do not affect non-human hosts. Riott, Ivan, Essential Immunology, Blackwell
Scientific Publications, Cambridge, MA (1991). A non-human host that may be used to
demonstrate and develop serum or milk containing neutralizing antibodies and cellular immunity
is and advanced pregnant female goat. The goat was choscn because it does not die from
infection with SIV or HIV and a pregnant female produces large quantities of neutralizing
antibodics that may be isolated from serum and/or milk. Neither a pregnant female goat, nor a
female goat, is required. A pregnant female goat is preferred in order to provide a higher level of
production as an additional source of IgA, IgG] and other neutralizing antibodies. Other non-
human mammals may also be used to obtain the neutralizing antibodies of interest provided that,
when exposed to SIV, HIV or similar viruscs, they do not die but rather prodice bumoral and

8¢..



10

15

20

25

30

35

Docket No.: 5684.2-1

ccllular reactions. Although not required, the non-human mammal’s immunological reaction can
also be potentiated by use of an appropriate adjuvant.

The neutralizing antibody may be administered (0 bumans cither intravenoualy,
intradermally, subcutancously, intramuscularly or as a vaccine prepared from serum or milk. For
persons with immature digestive systems which are capable of absorbing antibodies or antibody-
making cells, such as newborn infants, the neutralizing antibodies may also be ingested via milk
or a modified milk product.

The simian immunodeficiency viruscs (STVs) were originally isolated from rhesus monkeys
(Macaca mulatta) with immunodeficiency or lymphoma (SIVmac). Subsequently, SIVs were
isolated from asymptomatic mangbcy monkeys (SIV/ssm, S1V/smlv, and SIV/Delia) and from
Macaca nemestrina with lymphoma (SIV/Mne). A strain of SIV thought to be obtained from
African green monkeys has sincc been shown to be SIVmac. Recently, an authentic SIVagm
virus was isolated from naturally infected African greea monkeys.

In susceptible primate specics, SIVs cause a fatal disease which symptoms similar to thasc
associated with the hunman acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) caused by human
immunodeficiency viruscs type 1 (HIV-1) or type 2 (HIV-2) or type 3 (HIV-3). Tht genomic
organizations of HIV-1, HIV-2, HIV-3 and SIVmac or SIVagm are very similar, and there is
approximately 40% sequence relatedness between S1Vmac and HIV-1 or SIVagm and an even
closer relatedness 65% overall sequence ideatity between SIVmac and HIV-2. Because of these
similarities between HIV and S1V, SIV macaque model is suitable for the development and
testing of bicactive agents against human AIDS in vitro.

Preparation of Concentrated Simiar unodeficiency Yirps (SIV)

A macrophage-tropic strain of SIV (SiVmac239-17E) referred to as "SIV-17E” was
prepared by growing the virus in CEMx174 cells. Sharma, ct al., "Derivation of neurotropic
lymphocytotropic parental virus: pathogenesis of infection in macaques,” J Virol 66:352-3556
(1992). The CEMx174 ccll is an immortalized CD4-bearing human T/B hybrid cell lino that is
highly susceptible to SIV-induced cytophaticity (fusion) and permissive for replication by
SIVmac. Hoxie, et al., "Biological chamacterization of a immunodeficiency virus-like
retrovirus (HTLV-1V): Evidence for CD4-associated molecules required for infection,” J. Virol
62:2557-2568 (1988). Kocnig, et al., "Selective infection of mman CD4 + cells by simian
immunodeficiency virus: productive infection associated with envelope glycoprotein induced
fusion, "Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:2443-2447 (1989).

The cells were grown in RPMI-1640 medinm ("RPMI'T) supplemented with 10& fetal
bovine serum, glutamine and geatamicin, and were used for preparation of stock vires and the
virus ncuiralization assay. Cell cultures (9 milliliter) were inoculated with 1 milliliter of virus
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(16* TCID 50/milliliter) and examined for cell fusion. When approximately 50% of the cells had
been used, the cultures were expanded by the addition of fresh cells. Cultures were further
mounitored for infectivity by fusion and reverse transeriptasc. Supernatant fluids (approximately
240 milliliters) were coliected and clarified by centrifugation. The stock contained 10 4 TCID
50/milliliter in CEMx174 cells. Virus was pelleted at 27,000 rpm in a SW28 rotor (Beckman
instruments, Inc., Fullerton, CA) for two hours at 4 degrees Centigrade, resuspended in two
milliliters NET buffer (50 mM HCl, 5 oM ethylenediaminetetraacetic acid, 10 mM Tris
hydrochloride, pH 7.4) and purified on a Sepharose CL-48 column (Pharmacia Diagnostics, Inc.,
Fairfield, NJ).

EXAMPLE II

Neutralizing antibody or antibodics obtained from a non-hnman mammal exposed to STV
virus were examined for antiviral activity in vitro. Simian immunodeficiency virus (SIV) was
prepared according to procedures given in Example 1. The virus was heat-killed in & 60 deg C
water bath for thirty minutes. Killed virus was nsed for the sake of safety; however, use of live
virus will result in a faster immunogenic responsc.

A pregnant female goat was exposed to the simian virus by intramuscular mjection, The
goat was injected with a one milliliter suspension of killed SIV at 1 X 10 6 viral particles per
milliliter once per week for three weeks. The goat's immunogenic response was augmented using
the MPL(R) (RIBI IMMUNOCHEM RESEARCH, INC.) + TDM Adjuvant System (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) acconding to the manufacturer's instructions, i.c., administering
intramuscularly 500 ul into cach hind leg.

Following exposure of the goat to simian S1V virus, the animal's serum and/or milk was
obtained. Milk was obtained from the goat as soon as it became available, generally at about
three weeks after the birth of the kid. The mild was frozen until subsequent use.

To collect serum, blood samples of at least 10 cc were drawa from a large bore vein after
the first weck and weekly thereafter for twelve weeks. This regimen was selected to optimize the
opportunity to first detect ncutralizing antibodies. Each serum sample was obtained by
centrifugation of the blood sample, frozen for transport to the laboratory, and subsequently tested
for neutralizing antibodies. The neutralizing antibodies were first detected on or about the eighth
week. During subsoquent weeks, samples were tested to monitor changes in neutralizing antibody
scrum (without concentrating the antibodics) obtained from the blood sample taken at the twelfth
weck was used in the in vitro neutralization studics.

A neutralization assay was performed to domonstrate the ability of the neutralizing
antibodics and cetlular immmunity in the goat serum to prevent infectivity of the SIV virus in vitro.
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SIV-17E virus (100 TCID So/milliliter) was incubated with doubling dilutions of the goat serumn
at 37 deg C for onc hour. Ina 96-well tissue culture plate 100 microliters of each SIV-17E/gost
scrum mixture was added to wells using three wells per dihution. Approximately 5 x10*
CEMx174 cells were then added to cach well. The cultures were incubated at 37 degroes
Centigrade and observed for fusion over a period of five days. Fusion was observed in control
cultures within one day. The neutralizing antibody titer was taken as the highest dilution of scrum
which prevented cell fusion.

The results of the neutralization assay are given in Table 3 and illustrated in Fig. 1 is the
average number of fusion sites observed over time for various dilutions of goat anti-SIV serum
(Go-SIV), compared to normal goat serum (NGS) as the control. Fig. 2 present neutralization
data for Day 2 post-infection. Fig. 3 depicts neutralization of SIV infection over time by goat
anti-S1V serum used at a 1/20 and a 1/80 dilution. Table 4 presents the neutralization assay data
as a percent of inhibition of SIV fusion sites by various dilutions of goat anti-SIV serum at day 2
post-infection.

A 1720 dilution of the goat anti-SIV serum almost completely inhibited STV infection of the
CEMx174 cells (97.2% inhibition). Dilutions of 1/40 and 1/80 inhibited 92.4% and $3.7%,
respectively. These results indicate that the grant anti-SIV serum contains potent neutralizing
antibodies which can be used to block the infectivity of the STV virus.

TABLE3
AVERAGE NUMBER OF FUSION SITES OVER TIME FOR
VARIOUS DILUTIONS OF GOAT ANTI-SIV SERUM
THE NORMAL SVA'.LINE CONTROL
DIL NORMAL ANTI-SIV
1720 70 2
1/40 725 55
1/80 75 13
1/160 80 34
17320 85 58
17640 85 85
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JABLE 4
PERCENT INHIBITION OF SIV FUSION SITES BY DIFFERENT
DILUTIONS OF GOAT ANTI-SIV SERUM (Day 2-post-infection)
DILUTION INHIBITION

1 1720 912
2 1/40 924
3 1/30 83.7
4 1/160 575
5 1/320 31.7
6 1/640 0

A vaccine may be produced acconding to the procedures outlined in Example I by first
exposing the same or a different mammalian species to a virus such as SIV or HIV, The preferred
non-human mammal is a goat. The resuliant neutralizing antibody or antibodies are extracted
from the animal's serum or milk via standard methods such as ammonium sulfaie or sodium
sulfute precipitation and centrifigation methodology followed by purification by such methods as
dialysis or gel filtration. Tijssen, P., "Practice and theory of enzyme immmnoassays,” Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, R.H. Burdon and P.H. van Knippenberg
(cds.), Amsterdam: Elsevier Science Publishers, vol. 15, pp. 96-98 (1985).

Once the neutralizing antibodies are isolated, placing the neutralizing antibody or
antibodies in the presence of live SIV and/or HIV viruses (Brooks, et al., Medical Microbiology,
19® ed., Appleton & Lange, East Norwalk, CN, p. 150 (1991)) or other viruses into a host species,
the SIV and/or viral cells are rendered noninfectious and incapable of further replication. This
process of using neutralizing antibody or antibodies to attemate the SIV, HIV or other virus is
referred to as an antibody attenuation of a virus to produce a vaccine, or “AAV2",

EXAMPLE M
Preparation and Use of a Vaccine

Neutralizing antibody or antibodies are used to attenuate the STV, HIV, and other viruses to
produce a vaccine. The HIV virus is extracted from a human donor who has been diagnosed as
being HIV+ and whose HIV virus i both isolated and sero-typed. (Bobkov, ¢t al., “Identification
of an env G subtype and heterogencity of HIV-1 strains in the Russian Federation and Belarus,”
AIDS 8:1649-1655 (1994); Gao, et al., “Genetic Variation of HIV type 1 in Four World Health
Organization-sponsored Vaccine Evaluation Sites: Generation of Functional Envelope
(Glycoprotein 160) Clones representative of sequence subtypes A, B, C, and E, “AIDS Res Hum
Retroviruses 10:1359-1368 (1995); WHO Network for HIV Isolation and Characterization, “HIV
Type 1 Variation in World Health Organization-sponsored Vaccine Evaluation Sites: Genetic
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Screening, Sequence Analysis, and Preliminary Biological Chamacterization of Sclected Viral
Strains,” AIDS Res. Hum. Retroviruses 10:1327-1343 (1994); Delwart, et al., “Genetic
relationships determined by a DNA bheteroduplex mobility assay: analysis of HIV-1 env genes,”
Scienoc 262:1257-1261 (1993).

The HIV virus of the human donor is then placed on or injected into a non-human mammal
such as a goat. The injection into the goat produces an immunological response in the form of
neuiralizing antibodies. The neutralizing antibodies are extracted from the mammal’s serum or
milk and then mixed with the heat killed human donor’s HIV sero-typed virus to produce the
attenuated antibody viral vaccine, or AAV2.

The proportion of virus to antibody requires the antibody is bound to at least one epitope on
each virus particle but that not all epitopes are bound. It is belioved that attachment of a single
neutralizing antibody to a single epitope is sufficient to preveut fusion, and thus, virulence is
removed while immunogenicity is maintsined. For a given virus-neutralizing antibody(ics)
combination, the neutralization assay described in Example 11 can be performed to determine
what ratio of neutralizing antibody to virus results in complete nentralization of the virus. A
vaccine is then propared using a neutralizing antibody ooncentration of less than that which
resulted in complete neutralization as determined in the neutralization assay.

The AAV2 is in the form of an HIV-IGA complex which maintains immunogenicity but
neutralizes virnlence. The AAV2 is then returned, typically by injection, back into the human
donor. Placement of the AAV2 into the human donor produces a8 competent immunological
responso which blocks, prevents or destroys further progress or development of the SIV and/or
HIV virus into the AIDS complex disease. It is noted that IgA and other antibodics are
mixed with the human donor virus in an effective amount so as to allow immunogenicity to be
attained and maintained by bonding some but not all viral epitopes, thereby yielding an
immunological respoose different from the parent virns but still achicving neutralization of the
SIVHIV virus by rendering it an smitenuated noninfections virus (AAV2). The binding of
cpitopes will activate complement and virtually destroy much of the viral complex. This process
yiclds a vaccine, or AAV2, which, when placed into a human body, denies viral replication
thereby allowing the human body’s immune system to be stimulated to increase its own
production of competent antibodies as a result of AAV2 stimulation. This increase of the human
body’s compctent antibodies then prevents the additional production or replication of the simian
SIV or human HIV virus and the development of the AIDS complex disease.

Modemn vaccination technologies arc also well known in the art. For example, recombinant
DNA vaccines have been produced for viruses such as cholera, herpes simplex, HIV and hepatitis
B. These vaccines provide sclected immunogenic peptides which can also be coupled with
adjuvants. Immunogenic virus-like particles (VLP) comprising proteins of the same size and
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structure as viruses but without the viral DNA or RNA can be produced by fusing foreign genes
to the Ty gene is yeast.

Methodologies for producing vaccines of chemically synthesized peptides which comprise
the primary structure of antigenic regions of an infectious virus are also available. Also know in
the art are idiotypic vaccines prepared by exposing a host 1o a classical antigen, allowing the host
to produce antibodies (Ab-1) to the antigen, then allowing the host to produce antibodies (Ab-2)
having antigenic determinants rcsembling the originel antigen and demonstrating improved
immunogenicity by maintaining the tertiary structure of the antigen. (Coleman, et al,
Fundamental Immunology, 2d ed., Wm C. Brown Publishers, 1992; Keeton, W.T. and Gould,
J.L., Biological Science, W.W. Norton, 1993; Solomon, et al., Biology, 3d ed., Saunders College
Publishing, Harcourt Brace Jovanovich College Publishers, 1983. Recombinant DNA vaccines,
VLP's, synthetic peptides, or idiotypic vaccines, mther than live virus, may be used in the present
invention to produce neutralizing antibodies in & host mammal.

Synthetic peptides derived from the complementarity-determining region (CDR) sequences
of antibodies may be mass-produced in vitro, which are similar to the intact antibody, inhibitory
to idiotype-anti-idiotype interactions, bind specific antigens, interact with cellular receptors and
stimulate biological processes. (Taub, et al., J. Biol. Chem. 264:259 (1989); Bruck, et al., Proc
Natl Acad Sci USA 83:6578 (1986) Kang, ct al., Science 240:1034 (1988); Williams, et al., Proc.
Nat’l Acad. Sci. USA 86:5537 (1989); Novotny, et al., J. Mol. Biol. 189:715 (1986). Although
these peptide analogs seem to have a limited use in vivo due to their proteinaceous characteristics
such as water insolubility, high immunogenicity, their ability to adopt various conformations, and
subjectability to proteolysis, it is foreseen that such synthetic peptides might be used in the
present invention.

It is well known in the art that a monoclonal antibody can be mass-produced vis hybridoma
technology for the purpose of cconomically providing large amounts of a vaccine. Virus
ncutralizing agonts in the form of monoclonal antibodies may also be used in the present
invention. In this technique, neutralizing antibody producing cells are fused with immortal cells
of a myeloma to produce the hybridoma cells; the hybridoma cells are screened for antibody
production; the cells which produce the desired monoclonal antibody are then either cultured in
largo mumbers in tissue culture or reinjected into the peritoneal cavities of many mice where the
cells multiply and produce large quantities of monoclonal antibody in the ascites fluid that is
formed; the ascites fluid containing the monoclonal antibody is collected; and the monoclanal
antibody is purified by techniques such as affinity chromatography or column chromatography.

Techniques for producing non-peptide compounds referred to as mimetics have been
developed which permit the synthesis of a conformationally restricted molecule that mimics the
binding and finctional properties of monoclonal antibodies. The mimetics are synthesized by
first determining the relevant contract residues and conformation involved in the antibody-antigen
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binding (Williams, et al.,, J Biol Chem 266:5182 (1991); Scgal, et al., Proc Natl Acad Sci USA
71:4298 (1974); Amzel, et al., Proc Natl Acad Sci USA 71:1427 (1974), de la Paz, et al., EMBO J
5:415 (1986); Kicber-Emmons, et al., Int Rev Immunol 2:339 (1987) and then synthesizing
conformationally restricted cyclic organic peptides which have the required contact regiducs and
conformation (Kahn, ct al, J Mol Recognition 1:75 (1988); Kabn et al, J Am Chem Soc
110:1638 (1988). Such mimetics can be prepared from the neutralizing antibodies produced by
the mammalian hosts of the present invention and utilized in treatment of viral infections.

Furthermore, an isolated neutralizing antibody can be mass-produced by biomolecular
sequencing techniques. The neutralizing antibody is first sequenced, and the sequence is then
used as a template for in vitro production.

similar viruges via the mucosal surfaces may be prepared using milk and/or serum neutralizing
antibodiea extracted as described in Example II. These antibodies are developed into a passive
immunological barrier in the form of vaginal creams, rectal creams, eye drops, oral sprays, swabs
or injections to be applied directly to the mmcosa or at the site of accidental needle pricks or
sticks. It should be noted that with oral, vaginal or rectal sex, a latex condom should be used
concurrently to achieve maximum bevefit but it is not necessary if sufficient cream or spray is
used. The serum from the mammal is treated with ammonium sulfate to precipitate the
neutralizing antibodics. Then, the antibodies will be dissolved in an isotonic solution. Once
dissolved, the solution is maintained at or less than 4 degrees Centigrade until used. Long term
storage, i.0., in excess of thirty days, can be achieved at temperatures of -20 deg C.

Thereafter, sprays, gels, creams, drops and similar applications can be manufiactured
using standard, acceptable industrial suspension and preservation technology. Condom use can be
cither by manual application of the preparation to the interior of the condom prior to its use or by
pre-application to the condom before packaging. Concurrent use of the preparation in the form of
a vaginal cream or spray is recommended to enhance the barrier protection.

The average mumber of vital particles per milliliter of bodily secretions for which the
barrier is intended can be detcrmined by measuring the number for a particular patient, or for a
population of patients. Once the average number is determined, then a theoretical neutralization
number can be obtained uaing Table 4.

A human serum or a serum complex composed of neutralizing antibodies obtained from a
mammal gimilar to, but not limited to, that described herein to arrest further cellular or viral
development within the human body as set out may be developed for and against a specific SIV,
HIV and/or other viruses, or mutated strain(s) of these viruses. The serum development is
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applicable for humans and other species. The mammal' neutraiizing antibodics which have been
produced as described in Example JI and which have been processed and stored in solution as
described in Example I can be introduced into humans who bave the HIV virus or other viruses
under treatment. The serum is introduced, in one form, intraveneously, intramuscularly,
intradermally or subcutancously.

Prepamation apd

LA . o oA oyl o sl

A mammal's neutralizing antibodies, which have been produced, precipitated and stored
in solution as described in Examples II and 111 above, can be introduced into humans who have
thc HIV virus or other viruscs under treatment. The serum is preferably introduced sub-

cutancously or 1M, but may be given intravenously with precaution.

Vaccings

The present invention contemplates vaccines for usc in both active and passive
immunization embodiments. Immunogenic compositions, proposed to be suitable for use as a
vaccine, may be prepared most readily directly from immunogenic heterologous antibody-antigen
complex prepared in a manner disclosed herein, Preferably the antigenic material is extensively
dialyzed to remove undesired small molecular weight molecules and/or lyophilized for more
ready formulation into a desired vehicle.

The preparation of vaccines that contain the heterologous antibody-antigen as active
ingredients is gencrally well understood in the art, as cxemplified by United States Letters patetns
4,608,251; 4,601,903; 4,599,231; 4,599,230; 4,596,792; and 4,578,770, all incorporated hercin by
reference.  Typically, such vaccines are prepared as injectables. Either as liquid solutions or
suspensions: solid forms suitable for solution in, or suspension in, liquid prior to injection may
also be prepared. The preparation may also be emulsified. The active immunogenic ingredient is
often mixed with excipicnts that are pharmaceutically acceptable and compatible with the active
ingredient. Suitable excipients are, for example, water, saline, dextrose, glycerol, cthanol, or the
like and combinations thercof. Examples of such pharmaceutically acceptable carrier or diluents
include water, phosphate buffered saline or sodium bicarbonate buffer. A number of other
acceptablc carriers or dilucnts are known.

In addition, if desired, the vaccine may contain minor amounts of auxiliary substances
such as wctting or emulsifying agemts, pH buffering agents or adjuvants that enhance the
effectiveness of the vaccines.

Vaccines may be conventionally administered parenterraly, by injection of the
heterologous antibody-antigen, for example, either subcutaneously of intrammscularly. Additional
formulations which are suitable for other modes of administration include suppositories and, in
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some cases, oral formulations. For suppositories, traditional binders and carriers may include, for
example, polyalkalene glycols or triglyceridcs. Such suppositories may be formed from mixturcs
containing the active ingredient in the range of 0.5% to 10%, preferably 1-2%. Oral formmlations
include such normally employed excipients as, for eample, pharmaceutical grades of mannitol,
lactose, starge, magnesium stearate, sodivm sacchanine, cellulose, magnesium carbonate and the
like. These compositions take the form of solutions, suspensions, tablets, pills, capsules,
sustained release formulations or powders and contain 10-95% of active ingredient, preferably 25~
70%.

The heterologous antibody-antigen complex may be formulated into the vaccine as
ncutral or salt forms. Pharmaceutically acceptable saits, include the acid addition salts (formed
with the heterologous antibody-antigen) and those which are formed with inorganic acids such as,
for example, hydrochloric or phosphoric acids, or such organic acids as acetic, oxalic, tartaric,
mandelic, and the like. Salts formed with the free carboxyl groups may also be derived from
inorganic bases such as, for example, sodium, potassiom, ammonium, calcium, or ferric
hydroxides, and such organic bases as isopropylamine, trimethylamine, 2-ethylamino ethanol,
histidine, procaine and the like.

The vaccines are administered in 3 manner compatible with the dosage formulation, and
in such amount as will be therapeutically effective and immunogenic. The quantity to be
administered depends on the subject to be treated, including, €.g., the capacity of the individual's
immune system to synthesize antibodies, and the degree of protection desired. Precise amounts of
active ingredicnt required to be administered depend on the judgment of the practitioner. Suitable
dosage ranges are of the order of several hundred micrograms active ingredient per vaccination.
Suitable regimes for initia! administration and booster shots are also variable, but are typified by
an initial administration followed by subsequent inoculations or other administrations.

The manner of application may be varied widely. Any of the conventionz! methods for
administration of a vaccine arc applicable. These are believed to include oral application on a
solid physiologically acceptable base or in a physiologically accoptable dispersion, parenterally,
by injection or the like. The dosage of the vaccine will depend on the route of administration and
will vary according to the size of the host.

Various methods of achieving adjuvant effect for the vaccine includes use of agents such
as alumioum hydrozide or phosphate (alum), commonly used as 0.05 to 0.1 percent solution in
phosphate buffered saline, admixture with synthetic polymers of sugars (Carbopol) used as 0.25
percent solution, aggregation of the protein in the vaccine by heat treatment with temperatures
ranging between 70° to 101°C for 30 seconds to 2 mimute periods, respectively. Aggrogation by
reactivating with pepsin treated (Fab) antibodies to albumin, mixture with bacterial cells such as
C. parvum or endotoxins or lipopolysaccharide components of gram-negative bacteria, enmlsion
in physiologically acceptable oil vehicles such as mannide mono-oleate (Aracel A) or emulsion
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with 20 percent solution of a perfluorocarbon (Fluosol-DA) used as a block substitute may also be
employed.

[n many instances, it will be desirable to have multiple administrations of the vaccine,
usually not exceeding six vaccinations, more usually not exceeding four vaccinations and
preferably one or more, usually at least about three vaccinations. The vaccinations will normally
be at least from two to twelve weck intcrvals, more usuaily from three to five week intervals.
Periodic boosters at intervals of 1-5 years, usually three years, will be desirable to maintain
protective levels of the antibodies. The course of the immunization may be followed by assays
for antibodies for the supernatant antigens. The assays may be performed by labeling with
conventional labels, such as radiomucleotides, enzymes, fluorescence, and the like. These
techniques are well-known and may be found in a wide variety of patents, such as U.S. Patent
Nos. 3,791,932; 4,174,384; and 3,949,064, as illustrative of these types of assays.

EXAMPLE VI
Agricultural Uscs

A cure or arresting mechanism to the caprine encephalitis (CAE) virus is now disclosed.
The principles described herein and the processes sct out in Examples 11 and 11 arc also equally
applicable to the CAE virus which presently affects goats or other virulent viral systems in the
same manner that the SIV and HIV viruses do bumans. Tho mammal of choice for anti-body
production ig the milk-producing cow. Use of these principles and techniques set forth above will
result in a program that should on proper application eradicate the CAE virus from the goat herds.

Angther aspect of the present invention includes the development of an in vitro diagnostic
procedure for AIDS that include placing a serum or another biological medium from a patient to
be diagnosed in contact with at least one of the proteins or glycoproteins of SIV, HIV-1 or HIV-2,
or with a viral lysate or extract, and then detecting the immunological reaction. One method for
implementing the present invemtion includes, for example, and ELISA in which
immunoenzymatic reactions or immunofiucrescent materials are used to detect the presence of an
immunogenic complex. The assays may be direct or indirect immunoftuorescence measurements
or direct or indicrect immuno-enzymatic dosages.

Therefore, the present invention also applies to labeled virus extracts regardiess of
whether the labeling is enzymatic, fluorescent, radioactive, etc. Such assays illustratively include:
depositing specific extract quantities or quantities of the proteins of the present invention in the
wells of a micratiter plate; introducing increasingly higher dilutions of the serum to be diagnosed
into these wells; incubating the microtiter plate; carefully washing the mirotiter plate with a
suitable buffer; introducing antibodies that are specifically labeled with human immunoglobulins
into the wells of the microtiter plate, the labeling being carried out by an enzyme selected from
those capable of hydrolyzing a substrate in such a manner that this substrate thereupon alters its
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radiation-absorptivity at least within a specific band of wavelengths; and detecting, preferably in
comparative manner with respect to a control, the amount of substrate hydrolysis both with
respect to measuring potential danger and any actual presence of the ailment.

another aspect of the present invention are kits for the above diagnostic procedure. Thesc
kits include: an extract or a more purified fraction of the above described vims types, where this
extract or fraction is labeled, for oample, radicactively, enzymatically or by immuno-
fluorescence; human anti-immunoglobuling or 2 protein A (advantageously fixed on a water-
insoluble support such as Agarose beads); an extract of lymphocytes obtained from a healthy
persan as a conirol; buffers, and where called for, substrates to visualize the labels.

Additionally, the vaccine or immune modulator may be used in a variety of forms to
cnhance the immune response of an individual that has been infected by HIV in the following

forms:

Iv.

VL

VIL

VI

As a topical cream against HIV associate Kaposi's sarooma.

In an intravenously solution such as saline may be effective in reducing viral load
and slowing down the onset of immunodeficiency. Surgeons who also use saline
washes in clcansing a particular ares in the operating ficld may find it useful.
The use of the heterologous antibody-antigen as well as liposomalization may be
specifically included. These forms could be reconstituted in the form of
mouthwash with the heterologous antibody-antigen alone or in conjunction with
antifungal reagents. An inhalant form alone or in conjunction with pentamidine.
The use of the heterologous antibody-antigen in tablet form to be taken orally.
Buffer ophthalmic solution - - for paticats suffering from HIV associated retinitis.
The buffering is necessary due to pH changes the heterologous antibody-antigen
may cause.

Highly concentrated solution for intramuscular injection - - would facilitate
treatment of needle stick injuries of health carc workers. In this regard, use of the
DMSO as solvent would give oxtremely fast penetration delivering high
concentrations of heterologous antibody-antigen to a small area.

Suppository form - for chemoprevention in homosexuals because the major gites
of infection are the large intestine and rectum.
Chcmo-preventative Vaginal douche and creme - the douche may be of use in a
pre-sexual exposurc in a standard acetic acid solution. The creme may be mixed
with 9-nonoxynol spermicide to use in conjunction with birth control.

The creme described in VI could also be used in condoms.

Vaginal sponge - this could be used by prostitutes so that heterologous antibody-
antigen would be time-released over several hour with nonoxynol-9.

a9,
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IX.  Gloves lined with heterologous antibody-antigen may help surgeons and other
health care workers dealing heavily with blood and bodily fluids.

X The use of heterologous antibody-antigen in liquid scap in combination with anti-
bacterial agents may be useful in hospitals and research institutions. Although
this would probably be no more cffective than plain anti-bacterial sosp, the
employees and hospital insurance companies would appreciate it.

X1.  The attachment of heterologous antibodies to sterile HPLC resin (for example
S$i0,-peptide or Si (peptide),, etc.) to be used as a disposable filter for blood and
blood by-products prior to patient transfusion. This is to insurc that the donor is
not in the seroconversion window.

Acqucous compositions {inocula) of the heterclogous antibody solution as described
berein, and include an effective amount of the heterologous antibody-antigen complex dissolved
or dispersed in a pharmaceutically acceptable aqueous medium. As used herein, the terms
"contact”, "contacted”, and "contacting”, are used to describe the process by which an cffective
amount of a pharmacological agent, e.g., purc or dilute heterologous antibody-antigen complex,
comes is direct juxtaposition with the target cell. The phrase "pharmaceutically acceptable” refers
to molecular entitics and compositions that do not producc an allergic or similar untoward
reaction when administered to a human, such as the heterologous antibody-antigen as described
herein.

The preparation of an acqueous composition that contains a protein or proteoglycan, such
as the active components derived from heterologous antibody-antigen complexes, is well
understood in the art. Typically, such compositions arc prepared as injectablcs, either as liquid
solutions or suspensions; solid forms suitable for solution in, or. suspension in, liquid prior to
injection can also be prepared. The preparation can also be emulsified.

Proteoglycans, for example, may be formulated into a compositions in a neutral or salt
form. Pharmaceutically acceptable salts, include the acid addition salts (formed with the free
amino groups of the protein) and are formed with inorganic acids such as, for example,
hydrochloric or phosphoric acids, or such organic acids as acetic, oxalic, tartaric, mandelic and
the like. Salts formed with the free carboxyl groups may also be derived from inorganic bases
such as, for example, sodium, potassium, ammonium, calcium, or ferric hydroxides, and such
arganic bases as isopropylamine, trimethylamine, histidine, procaine and the like.

Upon formulation, solutions will be administered in 2 manner compatible with the dosage
formulation and in such amount as is therapeutically cffective. The formulations are casily
administered in a variety of dosage forms such as injectable solutions, drug release capsules and
the like.
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For parentcral administration in an agucous solution, for example, the hcterologous
antibody-antigen complex may be used directly without any toxic effects to the animal
Altornatively, the heterologous antibody-antigen complex and carricr solution may be dissolved
or resuspended, in a suitable buffer, if necessary. Liquid diluents can first be rendered isotonic
with sufficient saline or glucose.

While these particular acqueous solutions are especially suitable for intravenous,
carrier solution of the present invention can be administered directly at full concentration. [n this
connection, sterile acqueous procedures to produce heterologous antibody-antigen carrier may be
employed, as will be known to those skilled in the art in light of the present disclosure. For
example, onc dosage could be dissolved in 1 ml of isotonic NaCl sohution and either added to
1000 mL of hypodermoclysis fluid or injected at the proposed site of infusion, (see for example,
"Remington's Pharameutical Sciences” 15th Edition, pages 1035-1038 and 1570-1580). Some
variation in dosage will necessarily occur depending an the condition of the subject being treated.
The person responsible for administration will, in any event, determine the appropriate dose for
pyrogenicity, general safety and purity standarnds as required by FDA Office of Biologics
standards.

While this invention has been described in reference to illustrative embodiments, this
description is not intended to be construed in a limiting sense. Various modifications and
combinations of the illustrative embodiments, as well as, other embodiments of the invention, will
be apparant to perscns skilled in the art upon reference to the description. It is, therefore,
intended that the appended claims encompass any such modifications or embodiments.
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WHAT IS CLAIMED IS:

L. An immunomodulatory composition comprising:

heterologous antibodies specific for an antigen; and

an antigen, wherein the heterologous antibodies form a complex with the antigen for
combination with a pharmaceutically acceptable carrier.

2. The composition of claim 1, further comprising a pharmaceutically acceptable

3.  The composition of claim 1, wherein the heterclogous antibodics are polyclonal.

4, The composition of claim 1, wherein the heterologous antibodies are monoclonal.

s, The composition of claim 1, wherein the heterologous antibodies are raised in a

6. The composition of claim 1, wherein the heterologous antibodies are goat anti-

retrovirus antibodics.

7. The composition of claim 1, wherein the heterologous antibodies are polyclonal
antibodies raised in a pregnant goat and are isolated from goat milk.

8 The composition of claim |, whercin the antigen is a heat killed buman
immunosuppressive virus.

9. The composition of claim 1, wherein the antigen is a heat killed simian
immunosuppressive virus.

10. The composition of claim |, wherein the antigen is a chemically inactivated
immunosuppressive pathogen.

11.  The composition of claim 1, wherein the carricr is buffered saline.

122 The composition of claim 1, wherein the antigen is an attenuated
immunosuppressive pathogen.
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13.  The composition of claim 1, wherein the antigen is isolated from the patient to be
treated with the composition and the heterologous antibodics are raised against that specific
isolate.
14. A vaccine for stimulating immune responses in an immunosuppressed host
comprising;
heterologous antibodies specific for an antigen;
an antigen, wherein the heterologous antibodies form a complex with the antigen;
a pharmaceutically acceptable carrier.

15.  The composition of claim {4, further comprising a pharmaceutically acceptable

16. The compogition of cleim 14, whercin the heterologous antibodies are polyclonal.

17, The composition of claim 14, wherein the heterologous antibodies are
monoclonal.

18. Tho composition of claim 14, wherein the heterologous antibodies are raised in a

19, The composition of claim 14, wherein the heterologous antibodies are goat anti-

20.  The composition of claim 14, wherein the heterologous antibodies are polyclonal
antibodies raised in a pregnant goat and are isolated from goat milk.

21, The composition of claim 14, wherein the antigen is a2 heat killed human
immunosuppressive virus.

22, The composition of claim |4, whercin the antigen is a heat killed simian
mmunosuppressive virus.

23,  The composition of claim 14, wherein the antigen is 2 chemically inactivated
immunosuppressive pathogen.
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24, The composition of claim 14, wherein the carrier is buffered saline.

25. The composition of claim 14, wherein the amtigon is an attenuated
immunosuppressive pathogen.

26.  The composition of claim 14, wherein the antigen is isolated from the patient to
be treated with the composition and the heterologous antibodics are raised against that specific
isolate.

27. A method of vaccinating a host against an immunaosuppressive pathogen, which
method comprises administering to said host an effective amount of an attznuated antigen from an
immunosuppressive pathogen and heterologous antibodics as defined in claim 1.

28.  The method of claim 27, wherein the heterologous antibodics are polycional.

29.  The method of claim 27, wherein the heterologous antibodies are monoclonal.

30. The method of claim 27, wherein the heterologous antibodies are raised in a goat.

31. The method of claim 27, wherein the heterologous amtibodies are goat anti-
retrovirus antibodies.

32. The method of claim 27, wherein the heterologous antibodies are polyclonal
antibodics raised in a pregnant goat and arc isolated from goat milk.

33. The method of claim 28, wherein tho antigen is a heat killed buman
immunosuppressive virus.

34, The method of claim 29, wherein the antigen is a heat killed simian
immunosuppressive virus.

35. The method of claim 29, wherein the antigen is a chemically inactivated
immunosuppressive pathogen.

36.  The method of claim 29, whercin the carrier is buffered saline.
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37.  The method of claim 29, whercin the antigen is an attenuated immunosuppressive
pathogen.

38.  The method of claim 29, wherein the antigen is isolated from the patient to be
treated with the composition and the heterologous antibodies are raised against that specific
isolato,

39. A method of immunomodulation comprising the steps of

isolating an immunosuppressive etiologic agent from an immune suppressed host;

purifying the immunosuppressive etiologic agent;

inoculating an animal across species bamiers with the purified
immunosuppressive etiologic agent;

purifying xenotypic anttbodies from the animal specific to the
immunosuppressive eticlogic agent; and

mixing inactivated immunosuppressive ctiologic agent with the purified
xenotypic antibodies to produce an inoculant.

40.  The method of claim 39, further comprising the step of inoculating the immune
suppressed host with the inoculant.

41. The method of claim 39, wherein the heterologous antibodies are polyclonal.

42.  The method of claim 39, wherein the heterologous antibodies are raised in a goat.

43. The method of claim 39, wherein the hetcrologous antibodies are goat anti-
retrovirus antibodies.

44, The method of claim 39, wherein the heterologous antibodies are polyclonal
antibodics raised in a pregnant goat and are isolated from goat milk.

45,  The method of claim 39, wherein the immunosuppressive etiologic agent is a heat
killed human immunosuppressive virus.

46,  The method of claim 39, wherein the immunosuppressive etiologic agent is a heat
killed simian immunosuppressive virus.
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47.  The method of claim 39, wherein the immunosuppressive etiologic agent is a
chemically inactivated immunoguppreasive pathogen.
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NEUTRALIZING ANTIBODY AND IMMUNOMODULATORY
ENHANCING COMPOSITIONS

ABSTRACT OF THE DISCLOSURE

A composition and method for immune modulation of pathogenic infections is disclosed.
More particularly, a composition and method for enhancing a mammal’s ability to respond to,
.8, immunosuppressive pathogens, is disclosed in which a target antigen is mixed with a
betcrologous antisera specific or cross-reactive to that antigen to produce an inoculant. The
inoculant is used to cause natural and specific immune responses to the heterologous antibodies to
enhance complement fixation and specific lumoral and cellular responses.
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RODOLFO RODRIGUEZ MADRID

REFERENCIA: Radicacién No. 01-11534
Trdmite 002
Evento 001
Actuacion 430
Oficio No. 1246
Folios 001

Como resultado del examen de forma, reallzado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién
486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe allegar el poder otorgado al abogado que aparece en la solicitud como apoderado, con el llano de los
requisitos exigidos en el Cédigo de Procedimiento Civil. Adicionaimente, deberd presentar el documento que
acredita Ia existencia y representacion legal de la sociedad solicitante.

- Debe indicarse el lugar de constitucion de la sociedad solicitante (Art. 27-c, D 488/00).

- Debe allegar copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patents otorgado por el inventar
al solicitante 0 a su causante {art. 26-k,Dec 488/2000).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, se
le requiere para que dentro del término de dcs (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del
presente oficio, complete los requisitoe anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se consideraré abandonada y perdera su
pralacién.

Notiflquese el presente
Reglamentaria No. 210

o conforme a fo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
de enero del 2001.

ALIX CARME CESPEDES DE VERGEL
Jefa de la Diyisién de Nuevas Creaciones

2 6 ABR. 2001
El anterlor requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha .

Se recuerda a! Intareaado que debe presenter, dentro de los dieciséis meses siguisntes contados a partir de ls fecha de presantacion
de la solicitud cuys prioriiad sa invoca, copla de ia misma certificada por |a sutoridad que s expidid y, en los casos an que haya lugar,
i traduccidn simple dal capitulo relvindicatorio. El incumplimiento de ésta plazo, acarmesnd la pdrdida de la priorided Invocada.
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Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
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