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MUTANTE GENETICAMENTE DISTINTO DE LA E.COLI

2. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El informe de la Organizacién Mundial de la Salud de
muertes por enfermedades infeccicsas en 1995 seflala que
durante ese aflo se presentaron mas de 13 millones de muertes
en .todo el afioc. La mayoria de estas muertes fueron causadas
por organismos que primero hacen contacto y luego se
colonizan o cruzan las superficies mucosas para infectar las
células anfitrionas. La morbidez general causada por estos
organismos y otros patégenos lque interactlan con las

superficies mucosas es imposible de calcular.

Las estrategias tradicionales de vacunacién que implican
la inmunizacidén parenteral con virus o bacterias inactivos o
subunidades de determinantes de virulencia relevante de esos
ﬁgtégenos no previene estas interacciones. De hecho, las
estrategias tradicionales de vacunacién no previenen la
infeccién sino que por el contrario, resuelven la infeccién
antes de que sobrevenga la enfermedad. En algunos casos, por

el ejemplo VIH, una vez el virus traspasa la superficie

mucosa e ingresa a la célula anfitriona, ya sea una célula
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dentritica, una célula epitelial, o una célula T, la relacién
célula anfitriona-pardsita se mueve definitivamente en favor
del parasito (VIH). En ese caso, como en muchos otros, es
probable que no tenga éxito una estrategia de vacunacién que

no prevenga la infeccién inicial de la célula anfitriona.

Recientemente, se ha concentradc gran parte de la
atencién en la inmunizacidén mucosa como medio para inducir
anticuerpos secretores IgA (sIgA) dirigidos contra patégenos
eépecificos de las superficies mucosas. El razonamientoc de
ello es el reconocimiento de que sSIgA constituya més del 80%
de todos los anticuerpos producidos en los tejidos linfoides
asociados con mucosas en los seres humanos, y de que sIgA
Euede blogquear el establecimiento de bacterias y virus,
neutralizar toxinas bacterianas, y aun, inactivar virus
invasores dentro de las células epiteliales. Ademés, la
existencia de un Sistema Comin Inmune Mucoso permite la
inmunizacién en wuna superficie mucosa para inducir 1la
gecrecién del sIgA especifico del antigenc en sitios de
nucosa distantes. Solo hasta ahora se observa que la
inmunizacién mucosa puede ser un medio efectivo para inducir
ﬁo sole los anticuerpos sIgA, sino también un anticuerpos

sistémicos e inmunidad mediada con células.

La respuesta inmune mucosa puede dividirse en dos fases
JMcGhee y Kiyono, 1993, Infect Agents Dis 12: 55-73).
Primero, la fase inductiva implica 1la presentacién del
antigeno y los eventos de iniciacién que dictan la respuesta
inmune siguiente. Durante los eventos de iniciacién, los
linfocites -especificos de antigenos son cebados y mnigran
desde los lugares de induccién (por ej: parches Peyer en la
mucosa entérica) a través de los nodos linfidticos regionales,
dentrc de la circulacion y de regreso a los sitos efectores

de mucosa (por ej: lamina propria). Una vez estas células
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efectoras han sembrado sus sitios efectores, se puede
presentar la segunda fase, o la fase efectora de la respuesta
inmune mucosa. Una diferencia significativa entre la
inmunizacién mucosa y la inmunizacién parenteral es que
mediante la inmunizacién mucosa se puede inducir inmunidad
tanto mucosa como sistémica, mientras que la inmunizacién

parenteral solo resulta en respuestas sistémicas.

La mayoria de los estudios realizados hasta la fecha
tienen que ver con el componente secretor de anticuerpos de
la respuesta mucosa y con los aspectos reguladores complejos
involucrados con la induccidén de anticuerpos sIgA luego de la
inmunizacién mucosa y no con la respuesta de anticuerpos
slstémico ni con 1la inmunidad celular- inducida por
inmunizacién mucosa. A este respecto, es importante entender
el tipo de respuesta del linfocito T auxiliar inducido por la
inmunizacién mucosa puesto que el tipo de 1linfocito T
auxiliar estimulado por un antigeno es uno de los factores
mé&s importantes para definir qué tipo de respuesta inmune
serd la siguiente. Mosmann Yy colegas (Cherwinski y
colaboradores, 1987, Journal of Experimental Medicine 166:
1529:1244; Mosmann y Coffman, 1989, Annual Reviews of
Immunology 7: 145-173) descubrieron que existen al menos dos
tipos de linfocitos T auxiliares (Th) que pueden
igentificarse con base en la secreciftn de citoquina. Los
linfocitos Thl secretan bastantes cantidades de IL-2 e INF-
gamma y realizan respuestas inmunes mediadas con células (por
ej: hipersensibilidad del tipo retardada y activacién de
macrb6fagos), mientras que los linfocitos Th2 secretan IL-4,
IL-5, IL-6 e IL-10 y ayudan en la produccién de anticuerpos
para 1la inmunidad humoral. Entonces, en teoria, la
estimulacién antigénica de una subunidad de célula T auxiliar

y no la otra, resultaria en la produccién de un conjunto en
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particular de citoquinas que definirian la respuesta inmune

resultante.

La presencia de IL-2 e INF-gama agregada con un estimulo
antigénico presentado por macréfagos en el contexto de
moléculas MHC Clase II, pueden iniciar las respuestas tipo
Thl. La capacidad que las células Thl tiene de secretar IL-2
e INF-gamma amplifica alin mas la respuesta activando las
células Thl de manera autédcrina y los macréfagos de manera
pardcrina. Estos leucocitos activados pueden liberar
citoquinas adicionales (por ej: IL-6) las cuales pueden
inducir la proliferacién y la diferenciacidén de linfocitos B
especificos de antigenos para secretar anticuerpos (la fase
e%ectora). En este escenario, frecuentemente, el isotipo
predominante secretado por linfocitos B murinos es IgG2a. En
un sequndo escenario (Urban y colaboradores, 1992, Immunol
Rev 127: 205-220), antigenos tales como alergenos o
pardsitos, pueden estimular de manera efectiva una respuesta
de linfocitos Th2 (la fase inductiva). La presentacién de
estos antigenos a las células Th2 puede resultar en la
produccién de linfoquinas IL-4 e IL-5, 1las cuales pueden
i;ducir linfocitos B especificos de antigenos para secretar
anticuerpos IgE e IgGl o inducir eosinophillia,
respectivamente { la fase efectora). Ademés, las células Th2
gstimuladas pueden secretar IL-10 el cual tiene la capacidad
de inhibir de manera especifica la secrecién de IL-2 y gamma
INF mediante los linfocitos Thl y también, inhibir la funcién

del macréfago.

Si bien estas representaciones son simplistas, es obvio
que el tipo de célula T auxiliar estimulada afecta 1la
respuesta inmune celular que resulta, asi como el isotipo de
inmunoglobulina predominante secretado. Especificamnte, IL-4

estimula el paso a los isotipos IgE e IgGl, mientras gque INF-
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gamma estimula la secrecidtn de IgG2. Varios estudios, la
mayoria realizados in vitre, sugieren que IL-5, IL-6 y TGF-

beta (Th3) pueden causar el paso del isotipo al IgA.

2.1 ADYUVANTES DE MUCOSA

Frecuentemente, 1los antigenos administrados por via
mucosa no son inmunogénicos. Se ha desarrollado una serie de
estrategias a fin de facilitar la inmunizacién por via
mubosa, incluido el uso de mutantes de bacteria atenuados
{(por ej: Salmonella spp.) como vehiculos de antigenos
heterélogos, encapsulamiento de antigenos en microesferas,
cédpsulas de gelatina, diferentes fomulaciones de liposomas,
a&sorcién en nanoparticulas, uso de complejos estimulantes
inmunes lipofilicos, y la adicién de produtos bacterianos con
propiedades adyuvantes conocidas. Los dos productos
bacterianos <c¢on mayor potencial para funcionar como
adyuvantes mucosos son la toxina de cblera (CT), producida
por varias cepas de Vibro cholerae; y la enterotoxina 1l&bil
térmica (LT) producida por algunas cepas enterotoxigénicas de
Escherichia coli (Clements y colaboradores, 1998, Vaccine
6:269-277; Elson, 1989, Immunology Today 22:2277-2281; Xu-
Amano y colaboradores, 1993, Journal of Experimental Medicine

178: 1309-1320; Yamamoto y colaboradores, 1996, Annals of the

New York Academy of Sciences 778:64-71).

Aunque LT y CT tiene muchas caracteristicas comunes,
estas son moléculas claramente distintas con diferencias
bioquimicas e inmunoldédgicas que las hacen Gnicas (ver abajo).
Tanto LT como CT son sintetizadas como toxinas de miltiples
subunidades con componentes A y B. Cuando se reduce el
tiol, el componente A se disocia en dos cadenas mis pequefias
de polipéptidos. Una de estas cadenas, la pieza Al, cataliza

la ribolizacién ADP de la proteina estimuladora ligante de

5
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GTP (Gsa) en el complejo de la enzima de adenilato ciclasa en
la superficie basolateral de la célula epitelial resultando
en un aumento de niveles intraceleulares de cAMP. El
resultante aumento en cAMP causa la secrecién de agua vy
electrolitos en el intestino delgado a través de 1la
interaccién con dos mecanismos de transporte de iones
sensibles a cAMP que implican: 1) co~transporte de NaCl a
través del borde de cepillo de 1las células epiteliales
vellosas, y 2) secrecién electrogénica de Cl dependiente de
Na por 1las células encriptadas (Field, 1980, Secretory
Diarrhea pags 21-30). La subunidad B se liga al receptor de

la membrana de la célula anfitriona (gangliésido GMl1l) vy
fdcilita la translocacidén de la subunidad A a través de la

membrana de la cé&lula.

Estudlios recientes han examinado el potencial de CT y
de LT como adyuvante mucoso contra una variedad de patdgenos
bacterianos y virales utilizando organismos totalmente
muertos o subunidades purificadas de determinantes de
virulencia relevantes de estos organismos. Algunos ejemplos
rgpresentativos incluyen tétano toxoide {Xu-Amano y
colaboradores, 1993, Journal of Experimental Medicine 178:
1305-1320; Yamamoto y colaboradores, 1996, Annals of the New
York Academy of Sclences 1778: 64-71; Xu-Amano |y
colaboradores, 1994 Vaccine 12: 903-911, virus de influenza
inactivado (Hashigucci y colaboradores, 1996, Vaccine 14:113-
119; Katz y colaboradores, 1996, Options for the control of
influenza. III., pags— 292-297; Katz y colagoradores, 1987,
Journal of Infectlous Diseases 175: 352-363), ureasa
recombinante de Helicobacter spp. (Lee y colaboradores, 1995,
Journal of Infectious Diseases 172:161-171; Weltzin vy
colaboradores, 1997, Vaccine  4: 370-376), proteina
superficial neumococal A de Streptococcus pneumoniae (Wu y
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colaboradores, 1997, Journal of Infectious Diseases 175: 839-
846), proteina <cépsida del virus Norwalk, péptidos
sintéticos del virus del sarampié4n (Hathaway y colaboradores,
1995 Vaccine 13: 1495-1500) y el péptido C4/V3 de VIH-1
TiSP10 MN{A) (Staats y colaboradores, 1996, Jopurnal of
Immunology 157: 462-472). Existen muchos otros ejemplos y es
claro que tanto LT como CT tienen un potencial importante
para ser utilizados como adyuvantes para antigenos
administrados por via mucosa (ver Dickinson y Clements, 1996,
Mucosal Vaccines pags 73-87 de un andlisis reciente). Con
ello surge la posibilidad de un programa de vacunacién
efectivo contra una variedad de patbgenos que implica la
administracién mucosa de agentes muertos o atenuados o de
determinantes de virulencia relevantes de agentes especificos
junto con LT o CT. Sin embargo, el hecho de que estas
“toxinas” puedan estimular una respuesta lumenal secretora
neta, ello puede prevenir su uso. Por ejemplo, una cantidad
tan pequefia come 5 ug de CT purificado fue suficiente para
inducir bastante diarrea en voluntarios, mientas gque se
demostrd que 25 wg provocaban una purga completa de cbdlera de
20 1litros (Levine y colaboradores, 1983 Microbiologigal
Reviews 47:510-550). En estudios con voluntarios realizados
recientemente donde LT se administraba solo o junto con 1la
vacuna de subunidad de la célula B V. cholerae, se demostrd

que LT inducia la secreciédn de fluido en dosis tan bajas como

de 2.5 pg cuando se administraba Jjunto con 1la vacuna,

mientras que 25 p de LT provocaban hasta 6 litros de fluido.
Si bien la dosis efectiva del adyuvante en los seres humanos
para cualquiera de estas toxinas aln no ha sido establecida,
los experimentos en animales sugieren que la dosis puede ser

comparable con la dosis téxica. Tomados en conjunto, estos
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estudios seflalan que mientras que LT y CT pueden ser
atractivos como adyuvantes mucosos, los estudios en animales
no reflejan el completo potencial téxico de estas moléculas
en seres humanos, y que la toxicidad limitard seriamente su

uso préctico en seres humanos.

Se ha hecho una serie de intentos para alterar la
toxicidad de LT y de (T, la mayoria de los cuales se han
concentrado en eliminar la actividad enzimiatica de la
subunidad A asoclada con enterotoxicidad. La mayoria de
estos esfuerzos implican el uso de mutagénesis dirigida en el
sitio para cambiar los amino Acidos asociados con la grieta
donde e cree que ocurre el enlace NAD y la catalisi;.
Recientemente se propuso un modelo para enlace NAD vy
catélisis (Domenighini y colaboradores, 1994, Molecular
Microbiology 14:41-50; Pizza y colaboradores, 1994, Mo.lecul:ar
Microbiology 14:51-60) con base en el andlisis porx
computadora de la estructura cristalogrdfica de LT (Sixma y
colaboradores, 1991, Nature (Londres) 351:371-377; Sixma y
colaboradores, 1993, Journal of Molecular Biology 230: 890~
918). El remplazo de cualguier amino Acido en CT o en LT
implicado en un enlace NAD y catédlisis a través de la
mutagénesis dirigida en el sitio, ha demostrado que altera la
actividad de la ribosiltransferasa ADP con la correspondiente
pérdida de toxicidad en una variedad de sistemas de ensayo
biolégice (Lycke y colaboradores, 1992 European Journal of
Immunology 22: 2277:228l1; -‘Burnett y colaboradores, 1991,
Infection and Immunity 59:4266-4270; Harford y colaboradores,
1989, European Journal of Biochenmistry 183: 311-316; Hase y
colaboradores, 1994, Infec'tion and Immunity 62: 3051-3057;
Lobet y colaboradores, 1991, Infection and In_munity 59: 28-
70-2879; Merritt y colaboradores, 1995, Nature Structural
Biology 2: 269-272; Moss y colaboradores, 1993, Journal of
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Biological Chemistry 268: 6383-6387; Tsuji y colaboradores,
1991, FEBS Letters 291: 319-321; Tsuji y colaboradores, 1980,
Journal of Bilological Chemistry 265: 22520-22525). Ademéas,
se ha demostrado que el intercambic de K por EllZ en LT no
solo retira la actividad enzim&tica de la ribosilacién de DP,
sino también la activacién cRMP y la actividad del adyuvante
(Lycke y colaboradores, 1992 European Journal of Immunology
22: 2277-2281). Una conclusidén légica de los estudios de
Lycke y colaboradores fue que la ribolisacién ADP y la
induccién de cAMP son esenclales para la actividad adyuvante
de estas moléculas. Como resultado, se establecié un enlace
causal entre la adyuvanticidad y la enterotoxicidad. Es
decir, se consider® que la acumulacién de cAMP responsable
por la secrecién neta de iones y fluidos en el lumen del
intestino era un requisito para la adyuvanticidad. Estudios
recientes pro parte de una serie de laborateorios han

desafiado ese enlace.

Dickinson y Clements (Dickinson y Clements, 1995
Infection and Immunity 63: 1617-1623) (Clements y
colaboradores) exploraron un enfoque alterno frente a 1la
disociacién de enterotoxididad de adyuvanticidad. Para que
gsea totalmente activo, LT requiere la protedlisis de un
enlace sensible a la tripsina. En esta enterotoxina, ese
péptido sensible a la tripsina es subtendido por un
intercambio de disulfuro que une las piezas Al y A2 de la
subunidad-A. En teoria, si las piezas Al y A2 no se pueden
separar, Al no podrid encontrar su objetivo (adenilato
ciclasa) en la superficie basolateral, ni asumir 1la
conformacién necesaria para enlazar o hidrolizar NAD. El
mutante de Clements y colaboradores se describe en mayor
detalle en la publicacién PCT W096/06627, incorporada en este

.contexto por referencia. La holotoxina mutante LT, designada
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como LT(R192G), fue construida utilizando mutagénesis
dirigida en el sitio para crear una sola sustitucién de amino
adcidos dentro de la regién subtendida de disulfuro de 1la
subunidad A, separando Al de A2. Este cambio de amino &acidos
alterd el sitio proteoliticamente sensible dentro de esta
regién, haciendo al mutante insensible a la activacién de
tripsina. Las caracteristicas fisicas de este mutante fueron
examinadas por SDS-PAGE, su actividad biolégica fue examinada
en. células tumorales adrenales Y-1 de ratones, y en las
células Caco-2, sus propledades enzimAticas se detexrminaron
en un NAD 1in vitro: estudio de ADP-ribosiltransferasa
agmatina, y sus capacidades de inmunogenicidad vy de
imnmunomodulacién se determinaron mediante prueba para la

retencién de inmunogenicidad y adyuvanticidad.

PROPIEDADES DE LT(R192G)

e 100 - 1,000 pliegues menos activo que la toxina de célera o

que LT nativa en el estudio de células adrenales Y-1 de

ratones.
* No es sensible a la activacién proteolitica.

e No posee un NDA 1n vitro: actividad ADP-ribolsiltransferasa

agmatina.

e No aumenta la produccién de c¢cAMP en células Caco-2

cultivadas.

® Reduce la enterotoxicidad en el modelo de desafio
intestinal en ratones de la patente en comparacién con LT

nativa.

e Fomenta el desarrollo tanto de respuestas humorales como de
respuestas inmunes mediadas por células contra 1los
antigenos co-administrados de un microorganismo patogénico
tanto en el compartimento sistémico como mucoso.

10
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e Funciona como un adyuvante efectivo cuando es administrado
por via mucosa (es decir, por via oral, intranasal) o

parenteral (es decir, por via subcutanea).

e Le falta enterotoxicidad en seres humanos en dosis

efactivas de adyuvantes.

Se ha demostrado que LT (R192G) posee la capacidad de
realzar una respuesta inmune (por ej: IgG, IgA} frente a
antigenos no relacionados con LT o LT (R192G). La reciente
evidencia experimental demuestra que LT(R192G) es util como
adyuvante para antigenos administrados por via mucosa o
parenteral; esta administracién resulta en la produccibén de
fuero IgG y o de SigA mucosa, asi como respuestas inmunes
mediadas por células contra el antigeno con el cual se
entrega LT(R192G), y mas importante, para proteccién contra
el desafio subsiquiente con organismos infecciosos. Se ha
demostrado que LT(R1%2g} es un adyuvante muccosco efectivo y
recientemente ha sido evaluado en seres humanos en varios
estudios de sequridad de Fase I.

- Mé&s recientemente, Tsuji y colaboradores (Tsuji vy
colaboradores, 1997 Immunology 90: 176-182) demostraron que a
un mutante de eliminacién LT(A192-194) también 1le falta
actividad ADP-ribosilamagtina, tiene una reduccién de 10
.Pliegues en la enterotoxicidad en bucles ileales ligados de

conejo, y una reduccién del 50% e iniciacidén retardada de

induccién de cBMP en células de mieloma cultivadas. Se
demostré que LT(A192-194) tiene actividad adyuvante aumentada
para oa induccién del suero IgG e IgA mucosa contra el virus
del sarampién cuando se compara con LT nativa, LT-B o
LT (E112K). LT(A192-194) era eficaz cuando se administraba por

via intranasal, subcutanea, intraperitoneal u oral, aunque

las respuestas IgA mucosas solo se demostraron luego de la

11
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administracién por via mucosa. Estos investigadores también
demostraron actividad adyuvante aumentada para LT(A192-194)
administrada por via mucosa junto con KLH, BCG y Ova. Estos
descubrimientos son consistentes con 1lo descubierto con

LT (R192G) .

3. RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona una nueva mclécula LT
mutante que contiene una mutacién adicional de leucina en la

posicién 211 frente a alanina (L211A).

M&s particularmente, la presente invenciédn proporciona
una molécula LT novedosa, la LT{R192G/L211A), que exhibe la
ac‘iyuvanticidad de LT (R192G), pero que sorprendentemente tiene
una enterotoxicidad alin menor si se compara con una dosis
grande de la holotoxina LT (R192G). Ver por ejemplo, la Figura
4. Se ha observado que 250 ug de LT(R192G) tiene menos
enterotoxicidad en el ensayo con ratones de la patente que &
nug de LT nativa. E1l mutante doble novedoso LT(R192G/L2113)
tiene aldn menos enterotoxicidad que LT(R192G) en el ensayo

con ratones de la patente.

También se proporcionan métodos para utilizar
LT{R192G/L211A) como adyuvante para la estimulacién de una
respuesta inmune contra un antigeno administrado en

combinacién con el adyuvante novedoso.

Anteriormente, se ha demostrado que LT{(R192G) tiene la
capacidad de realzar una respuesta inmune (por ej: IgG, IgAd)
frente a antigenos no relacionados con LT o con LT(R192G).
Reciente evidencia experimental demuestra que LT(R192G) es
itil como adyuvante para antigenos administrados por via
mucosa © parenteral; esta administracién resulta en 1la
produccién del suero IgG y/o de sIgA mucosa, asi como en
respuestas inmunes mediadas poi: células contra el antigeno
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con el cual se entrega LT(T192G) y lo que es mas importante,

como proteccién contra el desafio subsiguiente con organismos

infecciosos.

Sorprendentemente se ha descubierto que si se modifica
la leucina en la posicién 211 de LT(R192G) frente a alanina,
ello resulta en una enterotoxicidad ailin mAs baja que
LT (R192G), segin mediciédn hecha en el estudio para ratones de
la patente (ver Figura 4). La nueva molécula, referida como
Lf(R192G/L211A), retiene la adyuvanticidad de LT(R192G),
pero exhibe una enterotoxicidad atn mids baja en el estudio

para ratones de la patente, que la que exhibe LT (R192G).

. La invencién también proporciona una composicién Gtil en
los métodos para estimular una respuesta inmune. La
composicién consiste de una cantidad efectiva de
LT (R192G/211A) en combinacién con una cantidad efectiva del

antigeno.

4. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La presente invencién puede entenderse en mayor detalle
haciendo referencia a la siguiente descripcién detallada de
la invencién, a los ejemplos de las realizaciones especificas

de la invencién y a las figuras adjuntas, en las cuales:

La Fiqura 1 es un diagrama esquemidtico del pléismido
pCsS95, que codifica las subunidades LT A y B bajo el control
del promotor lac. La Figura 1A ilustra la construccién del
pléasmido pCS95 que contiene la secuencia nucledtida que
codifica el mutante LT(R192G). El plésmido pCS95 se
construyé reemplazando el BamHI-Xbal de PpBD95 con el
fragmento BamHI-Xbal de pDF82. La mitad inferior de 1la
Figura 1B muestra el cambio Unico de amino 4cidos en
LT (R192G), codificado por pCS95. La mitad superior de la

Figura 1B muestra el cambio adicional de amino &4cidos en
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LT(R192G), que produce el plédsmido pECD40l1 que codifica para
LT(R192G/L211A). El plasmido pECDd401 proporciona la
molécula LT{R192G/L211A), la cual contiene dos sustituciones
de base, una en el residuc amino Acido 192 dq la subunidad A
que codifica la proteina Gly en lugar de la proteina Arg, y
otro residuo de amino 4&cides 211 de la subunidad A, que
codifica para la proteina Ala en lugar de la proteina Leu.
Todas las mutaciones fueron inducidas por mutagénesis

dirigida en el sitio.

La Figura 2 muestra una porcién de la secuencia de LT en
la subunidad A, incluyendo una porcidén distal al sitio de
separacién de tripsina en la posicién 192, incluyendo 1la

léucina en la posicidén 211.

La Figura 3A y la Figura 3B muestran la sensibilidad de
LT tipo silvestre y varios mutantes LT frente a 1la

protebélisis de tripsina y pepsina.

La Flgura 4 muestra un ensayo intestinal de ratones de
la patente que demuestra que LT(R192G{L211A) tiene menos
toxicidad que una cantidad equivalente de LT(R192G). Para
estos estudios se examind la enterotoxicidad de LT(R192G) vy
de LT(R192G/L211A) en el ensayo en ratones de la patente.

Grupes de ratones fueron inoculados por via oral con LT

nativa a 5, 25 o 125 ug, o con LT(R192G/L211A) a 125 o 250

p;, o con LT (R192G) a 25, 125 o 250 ug. Luego de un
intervalo de tres horas se determind 1la proporcién
intestino:cuerpo para cada animal. La relacién
intestino:cuerpo se define como el peso intestinal dividido
por el resto del peso del cuerpo. Habia tres animales por

grupo ¥ la Figura muestra el medio para cada punto de datos.

La Figura 5 demuestra qgue LT(R192G/L211A) funciona igual

que LT{(R192G) como un adyuvante inmunolégico para induccién
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del suero IgG cuando es administrado por via intranasal. Los

ratones fueron inmunizados intranasalmente con Ovalbumin
(Ova) solo o junto con 5 ug de LT(R192G/L211A), LTBR192G) o
LT nativa. El suero IgG anti-Ova e determinéd por la prueba
ELISA. Habia siete animales por grupo y la Figura muestra el
medio para cada punto de datos. Los ratones inmunizados por
via intranasal con Ova junto con LT{R192G) tuvieron
respuestas IgG anti-Oval que no s8se distinguieron de los
animales inmunizados con Ova junto con LT({R192G/L211lA), o

junto con LT nativa.

La Flgura 6 es una demostraciédn experimental en el
s?ntido de que LT(R192G/L211A) tiene la misma capacidad que
LT (R192G) para funcionar como adyuvante inmunolédgico para la
produccién de citoquinas tipo Th2 especificas de antigenocs,
especificamente IL-10, por células monocucleares de los bazos

de los animales por via intranasal. Los ratones fueron

inmunizados intranasalmente con Ovalbumin (Ova) solo o junto
con 5 pug de LT(R192G) o LT(R192G/L211A). las citoquinas
fueron determinadas por la prueba ELISA luego de un ensayo de
re-estimulacién de células T. Los ratones inmunizados por
via intranasal con Ova junto con LT(R192G} tuvieron
respuestas IL-10 especificas de Ova, que no se distinguieron
de los animales inmuniiados con Ova junto con

1T (R192G/L211A) .

La Figura 7 es una demostracién experimental en el
sentido de que LT(R192G/L211A) tiene la misma capacidad que
LT(R192G) de funcionar como un adyuvante inmunoldégico para la
produccién de citoquinas tipo Th2 especificas de antigenos,
especificamente IFM-gamma, por células mononucleares de los

bazos de los animales inmunizados por via intranasal. Los

ratones fueron inmunizados intranasalmente con Ova junto con

LT (R192G) tuvieron respuestas IFN-gamma especificas de Ova
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que no se distinguieron de los animales inmunizados con Ova

junto con LT(R192G/L211A}.

5. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invenciédn proporciona una nueva molécula LT
que contiene una glicina en la posicién 192 en lugar de una
arginina (R192G) y una mutacién adicional de leucina en la
posicién 211 frente a alanina )L211A) de la subunidad A de LT

y composiclones de lo mismo, y métodos para utilizar dichas

compogiciones como adyuvantes.

Se ha demostrado que el mutante LT(R152G) tiene

enterotoxicidad reducida en el ensayo para ratones de la

patente si se compara con la LT nativa (ver Figura 4). En
un estudio aleatorio de escalonamiento de dosis controlado
por placebo, 0 de 24 voluntarios demostraron reacciones
adversas frente a dosis orales Unicas de 2, 25 o 50 ug de
LT(R192G). (Oplinger ML, Bagar S, Trofa AF, Clements JD,
Gibbs P. Pazzaglia G, Bourgeopis AL, Scott DA, 1997, Safety
and Immunogenicity 1in Volunteers of a New Candidate Oral
Mucosal Adyuvante, LT(R192G), Abstr. G-10, pag 193, En:
Program and Abstracts of the 37% Interscience Conference on
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, American Society for
Microbiclogy, Washington, D.C.). Esto es en contraste con

LT" nativa, la cual se ha demostrado ser enterotéxica en 2,5
Bug en voluntarios cuando se combina con la subunidad B/vacuna
de cblera de célula total. Sin embargo, a 100 ug de
LT(R192G), 2 DE 12 (16,7%) de los voluntarios desarrocllaron

diarrea media a moderada que se resolvié dentro de 24 horas.

La mutacién atenuante en LT(R192G) estd en el sitio
donde se cree que ocurre la activacién proteolitica por

proteasas tipo tripsina en la molécula nativa, es decir, el
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residuo de la proteina Arg sensible a tripsina dentro de la
regién subtendida por el bucle de disulfuro de la subunidad
A. La tripsina no es la lGnica proteasa gque sSe encuentra en el
tracto intestinal de los mamiferos. La pepsina es la
Principal enzima proteolitica en el jugo gdstrico y funciona
6ptimamente en el pH acidico. Preferiblemente, la pepsina se
separa en los enlaces de péptidos que involucran los grupos
carboxilicos de los amino &Acidos aromiticos y otros amino
dcidos hidrofébicos (especialmente fenilalanina y leucina).
La pepsina no separarid enlaces que contengan valina, alanina
0 glicina. Dentro de la regién de la LT distal al sitio de
separacién de la tripsina en la posicién 192 reside un sitio
pdtencial de separacién de pepsina, una leucina en la

posicién 211.

Utilizando la mutagénesis dirigida en el sitio, 1la
leucina en la posicién 211 de la LT nativa y de la LT(R192G)
se reemplazd con un residuo de alanina, creando un mutante

simple LT({L211A) y el mutante doble LT(R192G/L211A).

Tal como se demuestra en los Ejemplos siguientes (ver
Seccién 6.2), el mutante simple LT{(L211A) retuvo 1la
sensibilidad frente a la tripsina de LT nativa, mientras que
el mutante doble LT(R192G/L211A) fue insensible a la
separacién de tripsina. Esto se esperaba puesto que el
mutante simple LT(R192G) no es sensible a la separacién de
tripsina. De modo inesperado, los mutantes sencillos vy
dobles de LT asi como LT nativa se encontraron ser
resistentes a la separacién de pepsina. De este modo, aunque
el residuo de 1leucina en 1la posicién 211 es. un sitio
potencial de separacién de pepsina, no parece que funciona

como tal.

El mutante LT (R192G) tiene una enterotoxicidad

sustancialmente reducida si se compara con LT nativa en el
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ensayo para ratones de la patente. 250pg de LT(R192G) tienen
menos enterotoxicidad en el modelo para ratones de la patente
que 5 pg de LT nativa. Sin embargo, hay alguna cantidad de
acumulacién de fluidos. Sorprendentemente, aunque el residuo
de leucina en la posicién 211 no es un sitio de separacién de
pepsina y el mutante LT(L211A) retiene sensibilidad frente a
la separacién proteolitica por tripsina, el mutante simple
LT(L211A) tiene también una enterotoxicidad muy reducida,
exﬁibiendo aproximadamente el mismo nivel de enterotoxicidad
que LT(R192G). Esencialmente, el mutante doble

LT(R192G/L211A) no tiene enterctoxicidad en este ensayo (ver

Figura 4).

5.1 LT (R192G/1L211A) Y COMPOSICIONES DEL MISMO

La presente invencidén abarca una composicién y métodos
para usc para fomentar la produccién de suero y/o de
anticuerpos mucosos asi como respuestas inmunes mediadas por
células contra antigenos que fueron administrados
simultdneamente <con una toxina Dbacteriana modificada

genéticamente.

La toxina modificada es una forma de la enterotoxina
1l&bil térmica (LT) de E. coll que mediante modificacién de
la arginiha en la posicién 192 frente a glicina y la
modificacién de la leucina en la posicién 211 frente a
arginina, ha perdido el sitio sensible a tripsina que une
las subunidades Al y A2, haciendo que la molécula no sea
téxica pero que pueda actuar comec un adyuvante inmunolégico.
La invencién estd4 basada en el descubrimiento en el sentido
de que LT(R192G/L211A) es uUtil como adyuvante para antigenos
administrados por via mucosa o] parenteral; esta
administracién resulta en la produccién de suero IgG y/o de

‘sIgA mucosa, asi como en respuestas inmunes mediadas por
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células contra los antigenos con los cuales se entrega el

mutante LT (R192G/L211A).

5.2 PRODUCCION DEL MUTANTE LT(R192G/L211A)

El mutante LT{R192G/L211A} puede ser producido por una
serie de medios aparentes para los expertos en la técnica.
Por ejemplo, el pléasmido pECD403, descrito completamente en
el Ejemplo 6.1, puede ser utilizado para producir el mutante
LT}R192G/L211A) sustancialmente puro en E. coli. El1l mutante
LT(R192G/L211A) puede ser aislado por cromatografia de
afinidad de agarosa de las bacterias que expresen un plasmido
que codifique LT(R192G/L211A). Los expertos encontraréin

L}
aparentes otros métodos de purificacién.

5.2.1 MODO DE ADMINISTRACION DEL MUTANTE LT/R132G/L211A) y

ANTIGENOS NO RELACIONADOS

De acuerdo c¢on la presente invencién, el mutante
LT(R192G/L211A) puede ser administrado junto con cualquier
antigeno y/o biolégicamente relevante, de modo que se logre
una respuesta inmune aumentada a dicho antigeno y/o vacuna.
En una realizacién, el mutante LT(R192G/L211A) es un
componente de una vacuna dirigido contra un organismo

bacteriano enterotéxico.

v En una realizacién preferida, el mutante
LT{R192G/L211R) y el antigeno son administrados
simultineamente en una composicién farmacéutica que comprende
una cantidad efectiva del mutante LT(R192G/L211A) y una
cantidad efectiva del antigeno. El modo de administracién es
por via mucosa (es decir, intranasal, oral, rectal) o por via
parenteral (es decir, subcuténea, intramuscular, intradermal,

intravenosa o intraperitoneal).

Enterotoxina mutante doble para uso como adyuvante
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En una realizacién preferida, el mutante LT(R192G/L2113)
y el antigenc son administrados por separade dentro de un

corto intervalo de tiempo el uno del otro.

Las cantidades respectivas del mutante LT(R192G/L211A) ¥
del antigeno variara dependiendo de la identidad de la ruta

de administracién, del antigeno empleado y de las especies

animales que vayan a ser inmunizadas. En una realizacién, a
la administracién inicial del mutante LT{R192G/L211AR) y del
anfigeno le sigue un refuerzo del antigenc respective. En
otra realizacién no se da refuerzo. El tiempo de los
refuerzos variard dependiendo de 1la ruta, del antigeno
utilizado y de las especies que estén siendo tratadas. Las
médificaciones en ruta, rango de dosis y tiempo del refuerzo
para cualquier especle determinada y antigeno se pueden
determinar ficilmente mediante experimentacién rutinaria. E1
refuerze puede ser de un antigeno solo o en combinacién con

el mutante LT(R192G/R211A).

La presente invencién también proporciona un equipo
Gtil en la produccién de una respuesta inmune protectora en
una célula anfitriona frente a un patégeno: el equipo
consiste de una cantidad efectiva del antigeno y una cantidad

efectiva de adyuvante del mutante LT(R192G/L211Aa).

5.3 ANTIGENOS UTILES EN LA INVENCION

Se pretende que los métodos y las composiciones de 1la
presente lnvencién sean para uso tanto en vertebrados maduros
como inmaduros, en particular, pijaros, mamiferos y seres
humanos. Los antigenos utiles, a modo de ejemplos y no como

limitacién, incluirian antigenos de cepas patogénicas de
bacterias (Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae,
Nelsseria gonorrhoea, Neisseria meningitldis, Corynebacterium

diphteriae, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens,
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Clostridium tetani, Haemophilus influenzae, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella ozaenae, Klebsliella rhinoscleramotils,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Escherichia coll,
Pseudomonas aeruglinosa, Campylobacter jejuni, Aeromonas
hydrophila, Bacilus cereus, Edwardsiella tarda, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pestis, Yersinia pseudotuberculosis,
.Shigella dysenteriae, Shigella fléxqeri, Shigella sonnei,
Sa;monella typhimurin, Treponema paladum, Treponema pertenue,
Treponema carateneun, Borrelila vincentii, Borrellia
burgdorferi, Leptospira icterohemorrhaglae, Mycobacterium
tuberculosos, Toxoplasma gondii, Pneumocistis carinii,
Franscisella tularensis, Brucella abortus, Brucella suis,
Brucella melitensis, Mycoplasma spp., Rickettsia prowazekl,
Rickettsia tsutsugumushi, Chlamydia spp- , Helicobacter
pylori); hongos  patogénicos (Coccldioides immitils,

Asperglllus fumigatus, Candia albicans, Blastomyces

dermatitidis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma
capsulatum) ; protozoarios (Entomoeba histolytica,

Trichomonas tenas, Trichomonas hominis, Trichomonas
vaginalis, Trypanosoma gambiense, Trypanosoma rhodeslense,
Trypanoscma cruzi, Leishmania donovani, Leishmania tropilca,
Leishmania braziliensis, Pneumocysstis pneumonla, Plasmodium
vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malarial}; o
helminticos (Enteroblus vermicularils, Trichuris trichiura,
Ascarls lunbricoides, Trichinella spirallis, Strongyloldes
Stercoralls, Schistosoma japonicum, Schistosoma mansoni,
Swchistosoma haemotobium y anquilostomas) presentados bien

sea en el sistema inmune en forma de célula completa o
aislados de los cultivos de los medios disefiados para crecer

dichos organismos conocidos en la técnica, o antigenos
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protectores de dichos organismos obtenidos a través de

técnicas de ingenieria o por sintesis quimica.

Otros antigenos relevantes serian virus patogénicos
{como ejemplos v no como limitacién: Poxvirildae,
Herpesviridae, virus 1 de Herpes Simplex, virus 2 de Herpes
Simplex, Aenoviridae, papovaridiade, Enteroviridae,
Plcornaviridae, Parvoridae, Reoviridae, Retroviridae, virus
de_ influenza, virus de parainfluenza, virus de paperas,
saramplién, virus cincitial respiratorio, virus de rebella,
Arboviridae, Rhabdoviridae, Arenaviridae, virus de Hepatitis
A y de Hepatitis B, virus de Hepatitis E, virus de Hepatitis
NgQ a/No B, Rhinoviridae, Coronaviridae, Rotoviridae y Virus
de Inmunodeficiencia Humana) presentados bien sea al sistema
inmune completamente o en parte aislados de los cultivos de
medios disefiados para crecer esos virus conocidos en 1la
técnica o© antigenos protectores de los mismos obtenidos

mediante técnicas de ingenieria o sintesis quimica.

Otros ejemplos de antigenos relevantes incluyen, pero no
estdn limitados a vacunas. Ejemplos de estas vacunas
incluyen, pero no est&n limitados a vacuna contra influenza,
vacuna contra tos ferina, difteria y tétano toxoide combinada
con vacuna contra tos ferina, vacuna contra hepatitis A,
hepatitia B, hepatitis C, hepatitis E, vacuna contra
encefalitis japonesa, vacuna contra herpes, vacuna contra
sarampién, vacuna contra rubecla, vacuna contra paperas,
vacuna combinada contra sarampidn, paperas y rubeola, vacuna
contra papillomavirus, vacuna contra la parvovirosis, vacuna
contra el virus cincitial respiratorio, vacuna contra la
enfermedad de Lyme, vacuna contra el polio, vacuna contra
varicela, vacuna contra gonorrea, vacuna contra
esquistosomiasis, vacuna rotgvirosa, vacuna contra

micoplasma, vacuna contra neumococos, vacuna contra
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meningococo, vacuna contra campilobacter, vacuna contra

helicobacter, vacuna contra el célera, vacuna contra el

E,coli enterotoxigénico, vacuna contra E.colil
enterchemorrigico, vacuna contra Shigella, vacuna contra
salmonella y otras. Esas vacunas pueden ser producidas a
través de procesos comunes. Por lo general, estas vacunas
comprenden bien sea e organismo entero o el virus cultivado
y aislado mediante técnicas conocidas por los expertos, o
comprenden antigenos relevantes de estos organismos o virus
que son producidos mediante técnicas de ingenieria genética o
sintesis quimica. Su produccién se ilustra, s§in limitarse,
en la siguiente forma:

todo o parte de heglutinina, neuraminidasa, nucleoproteina y

Vacuna contra influenza: es una vacuna gque consiste de

proteina de matriz, las cuales se obtienen purificando un
virus que crece en Svulos embrionados, con éter y detergente,
o mediante técnicas de ingenieria genética o sintesis

quimica.

Vacuna contra tos ferina: es una vacuna gque comprende
.todo o parte de una toxina de tos ferina, hemaglutinina y K-
aglutinina las cuales se obtiene de una toxina avirulenta con
formalina que se extrae mediante salado o ultracentrifugacién
del caldo de cultivo o células bacterianas de Bordetella, o

rmediante técnicas de ingenieria genética o sintesis quimica.

Difteria y tétano toxoide combinada con wvacuna contra
la tos ferina: es una vacuna mezclada con vacuna contra la

tos ferina, difteria y tétano toxoide.

Vacuna contra encefalitis japonesa: es una vacuna que
comprende todo o parte de una proteina antigénica la cual se
botiene cultivande un virus intracerebralmente en ratones y

purificando las particulas del virus mediante centrifugacién
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0 alcohol etilico e inactivando las mismas, o mediante

técnicas de ingenieria genética o sintesis quimica.

Vacuna contra Hepatitis B: es una vacuna que comprende
todo o parte de una proteina antigena la cual se obtiene
aislade y purificando el antigeno HBs mediante salado o
ultracentrifugacién, obtenida de sangre que lleva hepatitis o

mediante técnicas de ingenieria genética o sintesis quimica.

Vacuna contra sarampidén: es una vacuna que comprende
todo o parte de un virus que crece en células cultivadas de
embriones de peollo u ¢évulo embrionade, o© un antigeno
protector obtenido mediante ingenieria genética o sintesis

qgimica.

Vacuna contra la rubeola: es una vacuna que comprende
todo o parte de un virus que crece en células cultivadas de
embriones de polle u 6vulo embrionado, o un antigeno
protector obtenido mediante ingenieria genética o sintesis

quimica.

Vacuna contra paperas: es una vacuna que comprende todo
o parte de un virus que crece en células cultivadas de
embriones de pollo u ¢dvule embrionado, © un antigeno
protector obtenide mediante ingenieria genética o sintesis

quinica.

Vacuna combinada contra sarampién, rubeola y paperas: es
una vacuna producida por la combinacién de las vacunas contra

el sarampién, rubeola y paperas.

Vacuna contra rotavirus: es una vacuna que comprende
todo o parte de un virus que crece en células MA 104
cultivadas o aisladas de 1las heces del paciente, o un

antigeno protector obtenido mediante técnicas de ingenieria

genética o sintesis quimica.
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Vacuna contra micoplasma: @s una vacuna que comprende
todoc o parte de las células de micoplasma que crecen en un
medio de cultivo liquido de micoplasma o un antigeno
protector obtenido mediante técnicas de ingeneria genética o

sintesis quimica.

La persocna experta en la técnica encontrara obvias las
condiciones para las cuales se puede lograr una prevencién

efectiva con el presente método.

Las composiciones de la preparacién de la vacuna de la
presente invencién pueden prepararse mezélando los antigenos
y/o vacunas arriba ilustrados con el mutante LT(R192G/L211A)
en la relacién deseada. Naturalmente, se deben retirar los
girégenos ¢ alergenos tan completamente como sea posible. La
preparacién del antigeno de la presente invencién puede
utilizarse preparando el antigenc de por si y el mutante

LT{R192G/L21iA) juntos o separados.

Ademas, la presente invencién incluye un equipo que
consiste de una cantidad efectiva de antigeno y una cantidad
de adyuvante efectiva del mutante LT{R192g/L211A). En uso,
los componentes del equipo pueden mezclarse primero y luego
administrarse o administrar los componentes por separado

dentro de un corto intervalo de tiempo. .

Las composiciones de preparacién de la vacuna de la
presente invencién pueden combinarse con un vehiculo
farmacéutico liquido o sélido, y las composiciones pueden
ser en forma de tabletas, cépsulas, polvos, graAnulos,
suspensiones o soluciones. Las composiciones también pueden
contener agentes preservativos, colorante y saboreantes
adecuados, o agentes que produzcan una baja liberacién. Los
vehiculos potenciales que pueden utilizarse en la preparacién
de las composiciones farmacéuticas de esta invencién

incluyen, pero no estidn limitadas a cédpsulas de gelatina,
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azticares, derivados de celulosa tales como carboximetil
celulosa sb6dica, gelatina, talco, estearato de magnesio,
aceite vegetal como aceite de mani, etc. glicerina, sorbitol,
agar y agua. Los vehiculos también pueden servir como
ligantes para facilitar el entabletamiento de las

composiciones para una conveniente administracién.

6. EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se presentan uUnicamente a modo
de ilustracién y no pretenden limitar en modo alguno el

alcance de la invencién.

. 6.1 CONSTRUCCION DEL MUTANTE LT/R192G/L211A)

La toxina LT tipo silvestre es codificada en un plésmido
que ocurre naturalmente y que se encuentra en las cepas del
virus E. coli enterotoxigénico, capaz de producir esta
toxina. Anteriormente, Clements y colaboradores habian
clorado el gen LT de un asilado humano de E. coli designado
310407. Este subclén consiste de 5,2 kb de fragmento ADN
tomado del plésmido de enterotoxina de H10407 introducido en
el sitio PstI del pladsmido pBR322 (Clements y colaboradores,
1983, Infect. Immun. 40:653). Este plasmido recombinante,
designade como pDF82, ha sido caracterizado ampliamente vy
expresa LT bajo control del promotor LT nativo. Segin
Clements y colaboradores, del plasmido pDFB82 se deriva el
plasmido pBD85, el cual se describe completamente en 1la

Publicaciébn PCT W096/06627.

La Fiqura 1A muestra la construccién del plidsmido pCS95,
el cual se construyé introduciendo la corriente de la regién
reguladora de la subunidad LT-A de la regidén codificadora LT-
A del plasmido pBD95. La Figura 1B muestra la mutacién de

Arg a Gly en la posicién 182, Los sitios de restricciédn

26

Enterotoxina mutante doble para uso camo adyuvante

19



BamHI y Xbal referidos en el diagrama como “nuevos”, fueron
agregados mediante mutagénesis dirigida en el sitio, tal como
se describe en la Publicacién PCT W096/06627. El nuevo sitio
Xbal fue agregado mediante mutacién silente, resultando en

ninguna alteracién de la secuencia amino &cida del péptido

codificado por el gen.

En sequida, comenzando con el plidsmide mutante pCS95, se
sustituyé Ala por Leu en la posicién 211 (es decir, GCC = Ala
reémplaza a CTC= Leu) por mutagénesis dirigida en el sitio.
Luego, el mutante LT resultante se purificé mediante
cromatografia de afinidad de agarosa de Dbacterias que
expresan el pléasmido mutado, denominado pECD403, confirmado

L}
por secuenciacidn.

En seguida, este mutante LT, designado como
LT({R192G/L211A) fue examinado por electroforesis de gel SDS-
poliacrilamida para modificacién del enlace sensible a
tripsina. Las muestras se examinaron con y sin exposicién a
tripsina y se compararon con LT nativo (sin modificar). El
mutante LT/R192G/L211A) no se disocia en A, y Az cuando se
incuba con tripsina, indicando con ello que se ha retirado la

sensibilidad a la proteasa.

6.2 EL MUTANTE LT(R192G/L211A) PRESENTA RESISTENCIA A LA

SEPARACION DE PEPSINA

Utilizando mutagénesis dirigida en el sitio, la leucina
en la posicién 211 de LT nativo y de LT(R192G} fue
reemplazada con el residuo de alanina, creando un mutante

LT(L211A) sencillo y el mutante doble LT(R192G/211A).

Luego de la purificacién por cromatografia de afinidad
de galactosa, ambas construcciones fueron examinadas mediante
andlisis SDS-PAGE. Tal como se muestra en la Figura 3, el

mutante sencillo LT(L211A) retuvo la sensibilidad a 1la
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tripsina del LT nativo (comparar las franjas 1 y 2 del pénel
superior con las franjas 6 y 7), mientras que el mutante
doble LT(R192G/L211A) fue insensible a la separacién de
tripsina (franjas B y 9 del péanel superior). Esto se
esperaba puesto que el mutante sencillo LT(R192G) no es
sensible a la separaciétn de tripsina (franjas 4 y 5 del panel
superior). De manera inesperada, los mutantes tanto sencillo
como doble de LT, al igual que el LT nativo se encontraron
ser resistentes a la separacién de pepsina. Por ello, aungque
el resido de leucina en la posicién 211 eslun sitio potencial
para la separacidén de pepsina, no parece que funciona como

tal.

6.3 ENTEROTOXICIDAD EN EL ENSAYO PARA RATONES DE LA PATENTE

Se examind la enterotixicidad de 1los mutantes
LT(R192G/L211A) y LT(L211A) en el ensayo para ratones de la
patente. Como puede observarse en la Figura 4, el mutante
LT (R192G) tiene una enterotoxicidad considerablemente

reducida en comparacién con el LT nativo en este ensayo. 250

Mg del mutante LT(R192G) tienen menos enterotoxicidad en el

mbdelo de ratén que 5 pg de LT nativo. Sin embargo, existe
una pequeila cantidad de acumulacidén de fluildo. De manera
sorprendente, aunque el residuo de leucina en la posicién 211
no es un sitio de separacién de pepsina y LT{L211A) retiene
ia sensibilidad a la separacién proteolitica por tripsina, el
mutante sencillo LT(L211A) ha reducido enormemente también la
enterotixicidad y aproximadamente el mismo nivel de
enterotoxicidad que el mutante LT(R192G). Esencialmente, el
mutante doble LT(R192G/L211A) no tiene enterotoxicidad en

este ensayo.

6.4 ADYUVANTICIDAD DE LT(R192G/L211A)
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Se selecciondé Ovalbumin (Ova) comc un antigeno
representativo de estos estudios. Una serie de
investigaciones, incluidas la nuest.ra (Clements Y
colaboradores, 1988, Vaccine 6:269-277; Dickinson y Clements,
1996, Mucosal Vaccines :73-87; Dickinson y Clmements, 1995,
Infection and Immunity, 63:1617-1623; Tsuji y colaboradores,
1997, Immunology 90:176-182; Yamamoto y colaboradores, 1997,
Journal of Experimental Medicine 185:1203-1210; Yamamoto y
co..laboradores, 19897, Proceedings of the National Academy of
Sciences 94:5267-5272; DiTommaso y colaboradores, 1996,
Infection and Immunity 64:974-979; Douce y colaboradores,
1995, ©Proceedings of the National Academy of Sciences
92:1644-1648; Douce y colaboradores, 1997, Infection and
Immunity 65:2821-2828), han utilizado esta proteina y ello
provee una referencia Util y necesaria para comparacién con
otros estudios. Para esos estudios se examinaron tanto las
respuestas de suero anti-Ova IgG como las respuestas de

célula T especificas de Ova.

Los ratones fueron inmunizados intranasalmente con Ova
sé)lo o con 5 pg de LT(R192G) o LT(R1902G/L211A). El1 suero
anti-Ova IgG se determind mediante an&lisis ELISA. En cada
grupo habla siete animales y se muestran los medios para cada
p.unto de datos. Tal como se muestra en la Figura 5, los
ratones inmunizados con Ova por via intranasal junto con
LT(R192.G) tuvieron respuestas de suero anti-Ova IgG que no se
distinguieron de los animales inmunizados con Ova junto con
LT (R192G/L211Aa). Cuando se examinaron las respuestas de
célula T especificas de estos animales, tanto las respuestas
anti-Ova de Th2/IL-10 (Figura 6) como de Thl/IFN-gamma
(Figura 7) fueron equivalentes cuando se utilizé LT(R192G) o

LT(R192G/L211A) en la formulacién adyuvante. No hubo una
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diferencia significativa en las respuestas IFN-gamma e IL-10

entre estos dos grupos.

7. DEPOSITO DE MICROORGANISMOS

El sigquiente microorganismo que contenia el plésmido
designado fue depositado en la ATCC (American Type Culture
Collection), {direccibn: 1081 University Boulevard, Manassas,
VA 20110-2209) el 13 de marzo de 1998, y le fue asignado el

siguiente nimero de acceso:

Microroganismo Nimero de acceso
E. coli JMB3 pECD403 ' 98697

. Aunque la invencién ha sido descrita en detalle haciendo
referencia a las realizaciones especificas de la misma, se
aentenderd que algunas variaciones funcionalmente equivalentes
estidn dentro del alcance de la invencién. Sin duda, varias
modificaciones de la invencién, ademds de las que ilustra y
describe este contexto seran aparentes para los expertos en
la técnica a partir de la anterior descripcién y de los

dibujos adjuntos. Estas modificaciones pretenden caer dentro

dpl alcance de las reivindicaciones adjuntas.

El contenido de las diversas publicaciones que cita este

contexto se incorpora por referencia en su totalidad.
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1. Una composiciédn que comprende un mutante de una

REIVINDICACIONES

holotoxina enterotoxina l4bil térmica de E. coli, en la cual

la arginina en la posicidén amino &cida 192 es reemplazada con
glicina y en la cual la leucina en la posicién amino Aacida
211 es reemplazada con alanina; dicha holotoxina tienen
actividad adyuvante inmunolégica y es:

a) 100 veces menos téxica que la holotoxina

enterotoxina 1labil térmica de 'R. coll seqin medicién

en el ensayo de la célula adrenal Y-1,

b) 50 veces menos téxica que la holotoxina
enterotoxina labil térmica de E. coli segin medicién
en el ensayo para ratones, y

c)} menos téxica que una composicién consistente de
LT (R192G) aislado seglin medicién en el ensayo para

ratones.

2. La composicidn de la reivindicacibn 1, en la cusl la holotoxi-
ne es codificada por el plhsmido que se obtiene de la bacteria con el
Numero de Acceso de ATCC 98687, pl&smido que expresa tanto la subunidad

A como la subunidad B de la enterotoxina 1lAbil t&rmica de E. coli.

3. Una preparacién gque comprende un antigeno en

.combinacién con la composicién seqgin la reivindicacién 1.

4. La preparacién seqin 1la reivindicacién 3, en la
cual el antigeno es seleccionado del grupo de antigenos
consistentes de antigenos bacterianos, fungales, protozoales,

virales, helminticos y otros antigenos patogénicos

microbianos.

5. La preparacién segin la reivindicacién 4, en 1la

cual el antigeno es seleccionado del grupo consistente de

k|
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Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Neisseria
gonorxrhoea, Neisseria meningitidis, Corynebacterium
diphteriae, Clostridium botullnum, Clostridium perfringens,
Clostridium tetani, Haemophilus influenzae, Klebsiella
pneumoniae, Klebslella ozaenae, Klebslella rhinoscleromotis,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Escherichia colil,
Pseudomonas aeruginosa, Campylobacter Jjejuni, Aeromonas
hydrophlla, Bacilus cereus, Edwardsiella tarda, Yersinia
enterocolitica, Yersinla pestls, Yersinla pseudotuberculosis,
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Shigella sonnei,
Salmonella typhimuriu, Treponema paladum, Treponema pertenue,
Treponema carateneum, Borrelila vincentii, Borrellia
burgdorferli, Leptospira Ilcterohemorrhagiae, Mycobacterium
tuberculosos, Toxoplasma gondii, Pneumocistis <carilnii,
Franscisella tularensis, Brucella abortus, Brucella suls,
Brucella melitensis, Mycoplasma spp., Rickettsia prowazeki,
Rickettsia tsutsugumushi, Chlamydia spp. ., Helilcobacter
pylori) ; hongos patogénicos {Coccildlioides immitis,

A:spe.rgill us fumigatus, Candia albicans, Blastomyces

dermatitidis, Cryptococcus neoformans, Histoplasma
capsulatum) ; protozoarios {(Entomoeba histolytica,
Trichomonas tenas, Trichomonas haminis, Trichomonas

vaginalis, Trypanosoma gambiense, Trypanosoma rhodeslense,
Trypanosoma cruzi, Leishmania donovanli, Leishmania tropica,
Leishmania braziliensis, Pneumocysstis pneumonla, Plasmodium
vivax, Plasmodium falcilparum, Plasmodium malaria); o
helminticos (Enterabius vermicularis, Trichuris trichiura,
Ascaris lunbricoides, Trichinella spirallls, Strongyloides
stercoralis, Schistosoma Jjaponicum, Schistoscma mansoni,
Swchistosoma haemotobium, antigenos de virus de la viruela,

virus de la vacuna, virus de viruela, virus de varicella-
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zoster, virus de Herpes Simplex, virus de Herpes Simplex 2, Eg

virus de influenza, virus de parainfluenza, paperas,

sarampién, virus cincitial respiratorio, virus de rubeola,

virus de Hepatitis A, virus de Hepatitis B, virus de

Hepatitis C, virus de Hepatitis E y virus de Hepatitis No A

y No B.

6. Una composicién (til en 1la produccién de una
respuesta inmune protectora a un patégeno en una célula
anfitriona, que consiste en 1la mezcla de una cantidad
efectiva de un antigeno y una cantidad efectiva de adyuvante

de la composicién segin la reivindicacién 1.

7. Un equipo Gtil en la produccidén de una respuesta
Inmune protectora en una célula anfitriona a un patédgeno que
comprende dos componentes: (a) una cantidad efectiva del
antigeno, y (b) una cantidad efectiva de adyuvante de un
mutante de la holotoxina enterotoxina labil térmica de E.
coli, en la cual la arginina en la posicién amino &cida 192
es reemplazada con glicina, y en la cual la leucina en la
posicién amino 4cida 211 es reemplazada con alanina; 1la
holotoxina tiene actividad adyuvante inmunolégica, y es:

a) 100 veces menos téxica que la holotoxina

enterotoxina 1l4bil térmica de R. coli segiin medicién
en el ensayo de la célula adrenal Y-1,

. b) 50 veces menos téxica que la holotoxina
enterotoxina 1labil térmica de E. colil segin medicién
en el ensayo para ratones, y

c} menos téxica que una composicién consistente de

LT(R192G) aislado segin medicién en el ensayo para
ratones.

8. Un método para crear o sostener una respuesta

inmune protectoia o adaptiva frente a un antigeno en una

3
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célula anfitriona, que consiste en administrar por via oral ?EF?'

una mezcla de una cantidad efectiva de un antigenoc y una

cantidad efectiva de un mutante de la holotoxina enterotoxina

14bil térmica de E. coli, en la cual la arginina en 1la

posicién amino 4cida 192 es reemplazada con glicina y en la
cual la leucina en la posicién amino &cida 211 es reemplazada
con alanina; la holotoxina es 100 veces menos toéxica
que la holotoxina enterotoxina 1l4bil térmica de E. coli
q;tiva segin medicién en el ensayo 'de célula adrenal Y-1,

50 veces menos téxica que la holotoxina enterotoxina
labil térmica de E. coli, nativa seqgin medicién en el ensayo
para ratones, Yy menos téxica que las composiciones de
}T(RIQZG) aislado segun medicién en el ensayoc para ratones,
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable por via oral.
9. El método de la reivindicacién 8, donde se produce

una respuesta de suero.

10. El método de la reivindicacién 8, donde se produce
una respuesta inmune mediada por célula.

11. El método de la reivindicacién 8, donde se produce
una respuesta mucosa.

12. El método de 1la reivindicacién B8 que ademis
consiste en administrar un refuerzo del antigeno.

13. El método de la reivindicacién 8, donde el antigeno

'se deriva del grupo consistente de bacterias, virus,

protozoarios, hongos, helminticos Y otros patdgenos
microbianos.

14. Un método para inducir una respuesta inmune frente
a un antigenoc en una célula anfitriona, gque consiste en

administrar por via oral una cantidad efectiva de un antigeno

junto con una cantidad efectiva de adyuvante de un mutante de

la holotoxina enterotoxina 1l4bil térmica E. coli, en la cual
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la arginina en la posicién amino &cida 192 es reemplazada con
glicina, y en la cual la leucina en la posicién amino Acida
211 es reemplazada con alanina; la holotoxina tiene actividad
adyuvante inmunolégica, y es:
a) 100 veces menos téxica que la holotoxina
enterotoxina l&bil térmica de R. coli segin medicién

en el ensayo de la célula adrenal Y-1,

b) 50 veces menos téxica que la holotoxina
enterotoxina l&bil térmica de E. coli seqin medicidn

en el ensayo para ratones, y

c} menos téxica que una composicién consistente de
LT(R192G) aislado segin medicién en el ensayo para

ratones.

15. El1 método de 1la reivindicacién 14, en el cual

antigeno y la holotoxina son administrados simultaneamente.

16. El método de la reivindicacién 14, en el cual el
antigeno y la holotoxina son administrados por separado

dentro de un corto intervalo de tiempo.

17. Un método para inducir wuna respuesta inmune
protectora contra un oxganismo bacteriano enterotédxico gque
congiste en administrar wun mutante de 1la holotoxina
enterotoxina lébil térmica de E.coli, en la cual la arginina
gn la posicién amino acida 192 es reemplazada con glicina, y
en la cual la leucina en la posicién amino &cida 211 es

reemplazada con alanina; la holotoxina tiene actividad

adyuvante inmunolégica, y es:

a) - 100 veces menos téxica que la holotoxina
enterotoxina 1ldbil térmica de R. coli segin medicién

en el ensayo de la célula adrenal Y-1, y

5
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b) menos téxica que una composicién consistente de
LT(R192G) aislado segiin medicién en el ensayo para

ratones,

como un componente de una vacuna dirigida contra el

organismo bacteriano enterotéxico.

18. El1 mnétodo de 1la reivindicacién 17, donde el
organismo bacteriano enterotbéxico es seleccionado del grupo
consistente de organismos bacterianos enterotbdxicos que

expresan una toxina del tipo del célera.

18. E1l método de 1la reivindicacién 17, donde el
organismo bacteriano enterotéxico es seleccionade del grupo

consisente de Escherichia spp. Y Vibrio spp.

Enterotoxina mutante doble para uso como adyuvante

31



RESUMEN

La presente invencidén =estd dirigida hacia una
composicién novedosa la cual es un mutante genéticamente
distinto de la enterotoxina 1l4bil térmica de E. coli.
Especificamente, el mutante LT designado como LT (R192G/L211A)
es modificade por dos sustituciones de amino 4&cidos, es
decir, la arginina en la posicién amino 4cida 192 es
reemplazada por glicina y la leucina en la posicién amino
4cida 211 es reemplazada por alanina. La invencién se
refiere a composiciones y métodos para uso del mutante doble

novedoso de LT como adyvuvante.
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7. Un equipo uUtil en la produccidén de una respuesta
inmune protectora en una célula anfitriona a un patdgenoc que
comprende dos componentes: (a) una cantidad efectiva del
antigeno, y Ib) una cantidad efectiva de adyuvante de un
mutante de la holotoxina enterotoxina 1labil térmica de £E.
coli, en la cual la arginina en la posicidén amino 4cida 192
es reemplazada con glicina, y en la cual la leucina en 1la
posicidén amino dcidi 211 es reemplazada con alanina; la
holotoxina tiene actividad adyuvante inmunolégica, y es: o
a) 100 veces menos toxica que l&._\imluzu:-::s.a \

enterotoxina labil térmica de R. coli segﬁn-r-n-edicién

en el ensayo de la célula adrenal Y-1,

b} 50 veces menos toxica que la  holporoxine
enterotoxina labil cérmica de E. coli segin medicidn
en el ensayo para ratonhes, Yy

c) menos téxica gue una composicién consistente de

LT(R192G) aislado segiin medicién en el ensayo para

ratones.

8. Un mécodo para crear o sostener una respuesta

inmune protectora o adaptiva frente a un antigeno en una

‘célula anfitriona, dque consiste en administrar por via oral

una mezcla de una cantidad efectiva de un antigenc ¥ -_-:_\\
cantidad efectiva de un mutante de la holotoxina encetr:-" ¥t! - -
14bil térmica de E. coli, en la cual la argimna 1. .. \‘

posicién amino Acida 192 es reemplazada con glicina y en la

cual la leucina en la posicién amino &cida 211 es reemplazada

con alanina; la hclotoxina es 100 veces mencs t6x1ca

que la holotoxina enterotoxina labil térmica de ~£. :/o_:"__\
nativa sequn medicién en el ensayo de célula adrenalQ{—i-,-’./.r

50 veces menos roxica gue la holotoxina enterotoxina

14bil térmica de E. coli, nativa segin medicién en el ensayo

Ny
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para ratones, Yy menos téxica gque las composiciones de
LT{R192G) aislado segun medicidén en el ensayo para ratones,

en un vehiculo farmacéuticamente aceptable por via oral.
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Y COMERCIO

2
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T

|ACCION: - Consultar -Siguiente Anterior iral-detalle Primero ...
|Seleccionar un{os) Ragistros
1

iSU PERINDUSTRIA'Y COMERCIO
SISTEMA DE REGISTRO
| Fecha 12/03/2002

| MANTENIMIENTO DE PROTOCOLOS

|[Numero : 18293

[Fecha : 22/04/1998 .

|Conferide: THE ADMINISTRATORS OF THE TULANE EDUCATIONAL FUND
I

|[Pais : US -ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

|Ciudad : 285 NEW ORLEANS (LOUISIANA) .

|Reprasent. S Sustituir: §  Desistir: S

INo. Radicacion :'88 22150 Clase:' 0 ‘Seev: 0 Seac: 0

|

1

|scncia Codigo Ctr Nombre

|1 126 C CASTILLO GRAU GERMAN

| 2 4933 - CASTILLO GIBSONE ADRIANA

| 3 5371 CASTILLO GIBSONE LUIS FELIPE
| Encontrados (1/1) registro(s)
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SI YCOME!CIO @

Folio 55

2020

Bogots, D. C.

Doctor(a)

GERMAN CASTILLO GRAU

Apoderado(a)

OfoNe. 09425

REFERENCIA: Radicacion  02-5738
Trimite 002
Evento 001
Actuacién -430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decisién 488 de la Comisidn de la Comunidad Andina, se le comunica que:

Debe indicarse el iugar de constitucién de la sociedad solicitante (Art. 27-c, D 486/00).

Debe allegar el dacumento en que consta la cesién del derecho a la patente otorgado
por los inventores al solicitante o a su causants (art. 26-k,Dec 486/2000).

Se recuerda al interesado que el formulario de solicitud debe diligenciarse en su
totalidad, y que la modalidad-de-la solicitud hace parte integral del.mismo, razén por la
cual debe confirmar a qué modalidad se refiere la presente solicitud.

Para efectos de entendimiento, y posterior digitalizacién de ia -soficitud es
importante que los documentos aportados sean enteramente legibles, por lo tanio se
sugiere aportar un nuevo exiracio para publicacién ya que e aportado con la solicitud no
es legible en algunas partes.

En cumplimiento del articulo 39 de la Decision 486, en concordancia con-el articulo 85 de
la misma decision, se le requiere para que dentro del tdrmino de dos (2) meses siguientes
a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio
15 de enero del 2001.

mg a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién 210 del

ALIX CARMEN PEDES DE VERGEL
Jefe de la Divisién de Nuavas Creaciones “ HAR
querimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha - 2062
Carrer 13 N° 27-00 Plscs 5"y 10°
Conmutador 334 1221234
Fax 2681 3125

Santnfé du Bogotd, D.C. - Colombia



