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Anexos

< JComprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Poderes, si fuere el caso, junto con la sustitucién del mismo a mi favor

DDocumento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

DDecIaraciones.

mCopia de la solicitud internacional (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

X {Traduccion de la solicitud internacional al castellano (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

DCopia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar (IPEA).
[__]Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.
[__]De ser el caso, copia del contrato de acceso. '

[Joe ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas.

EDe ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.

[ Jare final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo
titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

DDe ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.
Otros: Tarjeta Propietario y Extracto para la publicacién

@ FIGURA CARACTERISTICA:

@ Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE: MARGARITA CASTELLANOS ABONDANQ

FIRMA (\IHLQ(QLUM (000~ 2
C.C: No. 3977

97779.654 Usaquén - TPA 70.819 C.S.J.

19 nIC_2009
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CASTELLANOS & COLTDA
ABOGADOS
Calle 94 A No. 7 A-09
Bogota, D.C. - COLOMBIA

ANEXO # 1
INVENTORES

1. GRYSELL MARIA RODRIGUEZ MARTINEZ
Calle 1ra. E/ 178 y 180, Edificio 84 apto. 8, Flores
C.P. 11600 Playa, Ciudad de La Habana
CUBA

2, LISEL VINA RODRIGUEZ
Calle 227 No. 21826 E/ 218 y 222, Fontanar
C.P. 19250 Boyeros, Ciudad de La Habana
CUBA

3. LOANY CALVO GONZALEZ
Calle 27 E/ E y D No. 557, 1er Piso, apto. 3
C.P. 10600 Plaza, Ciudad de La Habana
CUBA

4. ARIADNA CUEVAS FIALLO
Calle 45 No. 19401 apto. 3 E/ 194 y 196, Versalles
C.P. 11500 Lisa, Ciudad de La Habana
CUBA

5. ERNESTO CHICO VELIZ
Calle 1ra. E/ 178 y 180 Edificio 84 apto. 8, Flores
C.P. 11600 Playa, Ciudad de La Habana
CUBA

6. AGUSTIN BIENVENIDO LAGE DAVILA
Calle Kholy No. 51 bajos E/ 28 y 30 Kholy
C.P. 10300 Plaza, Ciudad de La Habana
CUBA

7. TANIA CROMBET RAMOS
Calle B No. 8302 E/ 5a. y 100, Altahabana
C.P. 10800 Boyeros, Ciudad de La Habana
CUBA

8. AIRAMA ALBISA NOVO
Calle 61 No. 10210 E/ 102 y 106
C.P. 11500 Marianao, Ciudad de La Habana
CUBA

9. GISELA MARIA GONZALEZ MARINELLO
Calle 82B No. 516 E/ 52. By 72., Miramar
C.P. 11300 Playa, Ciudad de La Habana
CUBA



CASTELLANOS & CO LTDA
ABOGADOS
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A Vi .
Jefe de la D|V|S|on dé Niievas Creac1ones s L it
. . . Fiowln 0o "
Superintendencia de Industria y Comercio, ,, b rens ’
) . SRR L N S T

Ministerio de Comercio, Desarrollo, Industria y Turismo

E. S. D.
Ref.:. PODER conferido por CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR

Yo, XIMENA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y damiciliada
como aparece al pié de mi firma, atentamente manifiesto a Uds. que sustituyo en la Dra.
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, el poder que me confiri6 el CENTRO DE
INMUNOLOGIA MOLECULAR, ‘con .domicilio en Calle 216 Esq. 15, Atabey, Playa, C.
Habana 12100, CUBA debldamente Iegahzado ante’ &l "Ministerio de Relaciones
exteriores el dia 23 de Ener‘;de 2001. “bajomealbau-mero 102503' con las mismas facultades
que me fueron conferldas para tramltar Ia solicitud de Patente 'PCT entrada en Fase

Lt Wty

Nacional en Colonibig}- para {OBTENCION. DE. .UN PREPARADO VACUNAL

AyAde

HOMOGENEO PARA EL TRATAMIENTO DE CANCER *
De la Sefora Jefe, Acepto

mena Castellanos Abondano Margarit CastelIanc%el{;}r1Qc£710<>J/‘//L
C.C. No. 39.773.330 de Usaquén ' C.C. No. 39.779.654 de Usaquén
T.P.A. No. 58.236 del C.S.J. T.P.A. No. 70.819 del C.S.J.
Calle 94 A No. 7 A-09 - Bogota Calle 94 A No. 7 A-09 — Bogota
PBX: 756 0770 PBX: 756.0770

Bogota, D.C.
XCA/MCA/gcb/ P1864
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- PODER , o . POWER OF ATTORNEY.
El (los) éuscrito (s) i 1 | (we) the undersigned

Director del CENTRQ DE_TNMINOLOGIA

domiciliado (en _Calle 216 Esq. 15, Atabey,

Playa, C. Habana 12100, Cubs. |

MOLECULAR ' '

-_—
-
-_—

of-

'nombra por el presente a Ximena Castellanos A. y/0
Margarita Casteilanos A, abogadas con oficinas en la Carrera 92
No. 93-09, Bogots - COLOMBIA para

e
\

'y para obtener la proteccion de mj (nuestra) propiedad industrial y
con -este fin autorizamos 3 dichos apoderados para que nos
representen ante cualesquiera autoridades 0 personas de los orde-

- hes administrativo, contencioso-administrativo ¥ judicial en todo 1o
relacionado con los siguientes actos Yy gestiones: ‘
a) Obtencién de patentes de invencion, modelos y dibujos industria-
les; registro de marcas defébrica, de servicio, colectivas o defensivas
y de denominaciones de origen; depdsito de nombres y ensefias
comérciales; SU renovacion prérroga, inscripcién de traspaso y
cambip de nombre o domicilio, cancelacién voluntaria y el registro
de licencia de uso de esgg derechos;. b) acciones dg oposicidn,
cancelacion, nulidad, medidas cautelares y en general los juicios
Civiles, penales, administrativos o contencioso—administrativos que
a0 0MOVamos o se nos promuevan, pudiendo en todos tos actos y
‘stiones arriba determinados sustituir éste mandato, transigir,
desistir, recibir, cancelar, renunciar, aceptar notificaciones y nom-
brar apoderados judiciales y extrajudiciales.

‘jdp.yﬁrmado hoy 30 de Noviembre de 2000.

—_———

en Ciudad de la Habana, Cuba.

Por _ Agustin Lage DAvila '

'(Notary should execute on other side)
(Consular legalization necessary)

hereby grant(s) Power of Attorney to Ximena Castellanos A. y/o
Margarita Castellanos A. attorneys residing at Carrera 92
No. 93-09 Bogots - COLOMBIA to

-_—
-_—
-_—
-_—

and to obtain the protection of my (our) industrial property, for wich
purpose we authorize the said attorneys to represent us before any
authorities or persons, specially those, administrative, administrative
contentious and judicial, in al| matters concerning the follawing:
a) Obtainment of patents, models and designs; the registration of
trademarks, service, collective and defensive marks, and of
designations oforigin; the deposit ofcommercialnamesand ensigns;
its renewal, extension, recordal of assignments, change of name or
domicile, voluntary cancellation; -and the registration of licenses of
use of the above rights; b) Actions Opposition, canceliation, nullity,
infringement, granting of licenses; and in general the civil, penal an
administrative suits relatingtothose rights; actions and suits instituted
by us or against us; and that in all the above matters they may
substitute this Power of Attorney, Compromise, desist, cancel,
receive, renounce, accept notifications and appoint attorneys infact
in or out of Court,

Given and signed this

(Notary should execute on other side)
(Consular legalization necessary)

Lic. Estrg
Notario

Y32

oy
——iil,
£
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Yo, LICENCIADA ESTRELLA DIAZ BOSMENIER. Notaria de la
Notaria Especial del Ministerio de Justicia de la Republica de Cuba, con
sede en GALE Y ASOCIADOS S.A., DOY FE que la firma que antecede
es la del sefior AGUSTIN BIENVENIDO LAGE DAVILA,
ciudadano cubano, con identidad permanente ntUmero
49032207966, y esauténtica por ser la que acostumbra a usar en todos
sus actos.

Y para que asi conste se expide en la Ciudad de la Habana, a los dias 13 del
mes diciembre del 2000.

Lic. Estrella Di
Notario

4

otaric Vettiséis del Cheulo de

Bogof#, hego constar-que este copie
con original que se he presentido

Bogotd D.C. - Celombia

16 DIC 2009

| GUSTAVO SAMPER RODRIGUEZ
“ 5, mm ﬁgmzys




Tr—

RELACIONES EXTERICHEE
DIRECCION DE asunTos CONSULARES Y B
CUBANOS RESIDENTES EN £, EXTERIOR,

Jeas R, Cabafiay Rodrigues, fo Manuel Capag
2ufz, /o Msrecedes de Arma

s Garcfa, /o Jegts .
rnéndeg Ponce, Jo Marta Silvia Fernéndes

illar, fo Eduarda Valido Garcia.

“Runcionarics autarizadog
X ' ,ﬁaoionee de firma en

SFIMBRADA

" [LoF Espadies ‘
B s SRS 4 .

para certiticar Rutene

Documentos expedidog
; o ®Para surtie efectos on ) extranjere,
‘ ) » £ = BRAJL § 0 ;

| BERTIZE0: 0UTap ol g £S RUTENTICA DEL .
2 Funcionasio SUTORILEATE BE BSTE BOCUMENT,

Sl LA g apy ARTEGEDE, POR LA SemSianza aug
27 QUARDA pOY Lo Q2 0304 REQITRADA Ey ESTE
CENTRD G054 0ur 51 ks oo ASGSTUMBRA &
USER BB 35 ao7nz o ;

H FEDE g guy s o
P04 Y EL 5o

S

TIMERADA

3
1

PECIES,

oFU e PRESENTE 0OM LA

[

R34 28 Baig «ERISTERG,

18 DIC. 2000

§ ESPECIES TIMERA]?AS

e
R

. -
5, 4 h

; . Lop g A |
LU Ceran L [d
I YR ST .. A e SN

K - - ey

R I R U Sl .
. pe LR . n .
¥ i TN

?
£ oo
i T b
s

i
. !
} :
¥

® .
- it
e
.
!




3o
4 .. 3 ’

‘. ::‘3 fa—.

Gonsulado General de Golomb“r : %g
Rated ' s &

mé =il

LA HABANA, CUBA gg
P |
3

No. 1/01

La Habana, Enero 3 del 2001

La suscrita Auxiliar Administrativo 5 PA, .encargada de funciones cons
presentados por los interesados, CERTIFICA

\‘g [

' Mlmsteno de Relaciones Exteriores de la Repubhca de Cuba autentico 1 del swnat;sno q‘el poder
o precedente, ejercia en la fecha las ﬁmc10nes indicadas y su firma corresp,_v_;‘de ala reolstrada en este
Consulado; que el CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR &5 dha institucion Lonstituida
segun las leyes de Cuba y cumple su objeto conforme a las mismas; que Agustin Lage Davila, quien en

su caracter de Director de, la citada institucién confiere el poder precedente €s su representante leoal
3 . N ‘ LY RS tea et "
en este pais. L _”» ) L T e e

‘ ."' s .
(“ 'L E P S T . vr-'h‘

La Auxiliar Admlrnstratlvo 5PA, encargada de funciones consulares, no’asume responsablhdad alguna
por el contenido del documento. R -

Q@
Vilma Rebeca Galvez Lopez
Auxiliar Administrativo 5 PA 16 DIC 2009
Encargada de Funciones Consular
‘GUSTAVO SAMPER RODRIGUEZ
NOTARO ENTISES

PAGADOS

IMPU?ZSTO DE TIMBRE NACIONAL US$  7.00 (siete dolares)
DERECHOS FONDO ROTATORIO US$ 100.00 (cien ddlares)

TOTAL PAGADO US$-107.00 (cientosiete dolares)
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(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION
EN MATERIA DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacién Mundial de la Propiedad
Intelectual
Oficina internacional

(43) Fecha de publicacién internacional
8 de Enero de 2009 (08.01.2009)

e 0 O RO

(10) Nimero de Publicacion Internacional

WO 2009/003425 A1l

(51) Clasificacién Internacional de Patentes:
A6IK 39/385 (2006.01)

(21) Niamero de la solicitud internacional:
PCT/CU2008/000005

(22) Fecha de presentacién internacional:

GONZALEZ, Loany [CU/CUJ; Calle 27 E/ E y D No.
557. ler. Piso apto. 3, C.P. 10600. Plaza, Cuba, Ciudad
De La Habana 10600 (CU). CUEVAS FIALLO, Ariadna
[CU/CU]; Calle 45 No. 19401 apto. 3 E/ 194 y 196.
VersallesC.P. 11500. Lisa, Cuba, Ciudad De La Habana
11500 (CU). CHICO VELIZ, Ernesto [CU/CU]; Calle

26 de Junio de 2008 (26.06.2008) 1ra. B/ 178 y 180 Edificio 84 apto. 8, Flores, C.P. 11600.

(25) Idioma de presentacion: espafiol Playa, Cuba, Cindad De La Habana 11600 (CU). CROM-
; BET RAMOS, Tania [CU/CU]; Calle B No. 8302 B/ 52
(26) Idioma de publicacion: espafiol

y 100. Altahabana, C.P. 10800. Boyeros, Cuba, Ciudad
De La Habana 10800 (CU). ALBISA NOVO, Airama
[CU/CUJ; Calle 61 No. 10210 E/ 102 y 106., C.P. 11500.
Marianao, Cuba, Ciudad De La Habana 11500 (CU).
GONZALEZ MARINELLO, Gisela Maria [CU/CU]J;
Calle 82b No. 516 E/ 5* B y 7%, C.P. 11300. Playa, Cuba,
Ciudad De La Habana 11300 (CU). LAGE DAVILA,
Agustin Bienvenido [CU/CU]J; Calle Kholy No., 51 bajos
E/ 28 y 30 Kholy, C.P. 11300. Plaza, Cuba, Ciudad De La
Habana 11300 (CU).

(74) Mandatario: MOREJON LIMA, Dianelys; Ave lra #
1001 esq. 10, Miramar, Playa, Cuba, Ciudad De La Habana
11300 (CU).

(30) Datos relativos a la prioridad:
CU 154-2007 29 de Junio de 2007 (29.06.2007) CU

(71) Solicitante (para todos los Estados designados salvo
US): CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR
[CU/CUJ; Calle 216 Bsq. A 15, Atabey, Playa, Habana
11600, Cuba, Ciudad De La Habana 11600 (CU).

(72) Inventores; e

(75) Inventores/Solicitantes (para US solamente): RO-
DRIGUEZ MARTINEZ, Gryssell Maria [CU/CUJ;
Calle 1ra. E/ 178 y 180. Edificio 84 apto. 8, Flores,
C.P. 11600. Playa, Cuba, Ciudad De La Habana 11600
(CU). VINA RODRIGUEZ, Lisel [CU/CU]; Calle 227
No. 21826 E/ 218 y 222. Fontanar, C.P. 19250. Boyeros,
Cuba, Ciudad De La Habana 19250 (CU). CALVO

(81) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion nacional admisible): AE,

[Continiia en la pdgina siguiente]

(54) Title: PRODUCTION OF AN HOMOGENEOUS VACCINE PREPARATION FOR CANCER TREATMENT
(54) Titulo: OBTENCION DE UN PREPARADO VACUNAL HOMOGENEO PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER

(87) Abstract: The present invention concerns the biotechnology sector and more specifically human healthcare. In particular, the
present invention describes a vaccine composition for therapeutic use thereof on cancer patients. The vaccine composition described
in the present invention has as active principle a chemical conjugate of human recombining Epidermic Growth Factor (hrEGF) and
recombining protein P64k. In addition, specific conditions are described for performing a conjugation reaction which produces said
chemical conjugate in a controlled and reproducible manner. In another embodiment the present invention concems a method for pu-
rification of the chemical conjugate which not only provides greater purity for the therapeutic composition, but surprisingly increases
the immunogenic activity, causing significant increases in the anti-EGF antibody titres in humans. In addition the present invention
provides the methodology for producing a vaccine preparation with more than one type of dose presentation (total milligrams of
EGF-P64k conjugates/vial). This versatility in the presentation of the vaccine preparation enables the immunization dose per patient
to be increased, but without involving an increase in immunization frequency and/or the number of immunization sites. Finally, the

e Present invention involves a healthcare method for producing the vaccine for cancer therapy, administered by parenteral means.

(57) Resumen: La presente invencién se relaciona con la rama de la biotecnologia y mas especificamente con la salud humana.
Particularmente, la presente invencién describe una composicién vacunal para su uso terapéutico en pacientes de cancer. La com-
posicién vacunal descrita en la presente invencién tiene como principio activo un conjugado quimico entre el Factor de Crecimiento
Epidémico humano recombinante (hfEGF) y la proteina recombinante P64k. Ademds, se describen condiciones especificas para

la realizacién de una reaccién de conjugacién que permiten obtener de manera controlada y reproducible dicho conjugado quimico.
jug que pe y rep: jugado q
& En otro aspecto la presente invencién se relaciona con un procedimiento para la purificacién del conjugado quimico que no solo
pe p P p P jugado q q
N le aporto mayor pureza a la composicién vacunal terapéutica, sino que sorprendentemente incremento la actividad inmunogénica,
rovocando incrementos significativos en los titulos de anticuerpos anti EGF en humanos. Adicionalmente la presente invencién
p g TpO Y
& proporciona la metodologfa para lograr un preparado vacunal con mas de un tipo de presentacién de dosis (miligramos totaies de

=

conjugados EGF-P64k/vial). Esta versatilidad en la presentacién del preparado vacunal permite incrementar la dosis de inmuni-
zacién por paciente, sin que esto conlleve a aumentar la frecuencia de inmunizacién y/o el nimero de sitios de inmunizacién. Por
ultimo, la presente invencién involucra un procedimiento sanitario para la obtencién del preparado vacunal para la terapia del cdncer,
administrado por via parenteral.



WO 2009/003425 A1 W ONINNII MR A

AG, AL, AM, AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR,
BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK,
DM, DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM,
GT,HN, HR, HU, ID, IL,, IN, IS, JP, KE, KG, KM, KN, KP,
KR, KZ,LA,LC,LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD, ME,
MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI, NO, NZ,
OM, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SD, SE, SG, SK,

UG, ZM, ZW), euroasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD,
RU, TJ, TM), europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
EE, ES, HI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, LV,
MC, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF,
BJ, CF, CG, CI,CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN,
TD, TG).

SL, SM, SV, SY, TJ, T™M, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, Publicada:
UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

(84) Estados designados (a menos que se indique otra cosa,
para toda clase de proteccion regional admisible): ARTPO
(BW, GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ,

— con informe de biisqueda internacional
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WO 2009/003425 1 PCT/CU2008/000005

Obtencion de un preparado vacunal ho,mogénéo para el tratamiento del cancer.
LESOIEN - :
Sector Técnico: . ‘
La presente invencion se relaciona con la biotecnologia,E y mas especificamente con el campo de
la salud humana. En una representacion, la presente invencion describe vacunas protectofas ylo
terapéuticas para cancer, y particularmente proporciona gomposiciones vacunales que permiten el
incremento significativo de la respuesta inmunitaria contra el Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF). Factor de Crecimiento cuya relevancia oncoldgica ha sido ampliamente demostrada para el
crecimiento de tumores fundamentalmente de origen epitelial.
Técnica Anterior: !
El sistema del receptor de EGF (R-EGF) y sus ligandos constituye un complejo molecular cuya
interaccion regula de forma especifica el crecimiento celular y ha sido demostrado su impacto en
el crecimiento descontrolado de tumores de origen epiteliél.
En el proceso de tumorigénesis, la desregulacién de los procesos paracrinos y autocrinos de
activacion del (R-EGF), esta dada tanto por la sobreproducciéon de los factores de crecimiento
como por la sintesis elevada y/o la mutacion de sus receptores.
El EGF, es un polipéptido de 53 aminoacidos, con un peso molecular aparente de 6045 Da. Este
polipéptido fue aislado y purificado por primera vez por Cohen S., J. Biol. Chem. (1962) 237, 1.
555). | | |
E! EGF forma parte de la familia de ligandos del R-EGF, esta familia esta constituida por proteinas
relacionadas estructural y funcionalmente. Los ofros ;miembros de esta familia son: TGF,
anfiregulina (AR), criptol (CR1), factor de crecimiento enlazador de heparina, betacelulina,
epiregulina. Por otra parte la familia de los poxvirus inclhye proteinas relacionadas con el EGF,
dentro de ellas la mas caracterizada es el factor de crecimiento de vaccinia virus (VGF).
Todas estas moléculas son capaces de unirse y activar al (R-EGF), asi que son conocidas como
ligandos del mismo y juegan un rol en el crecimiento de células normales y neoplasicas en menor
o mayor grado. V ‘ ,
El R-EGF es una glicoproteina de 170 kDa aproximadamente, cuyo gen ha sido clonado y
secuenciado. El dominio intracelular de este receptor esta asociado con la actividad de proteinas
tirosinas quinasas que muestran homologia estructural con el producto del oncogen v-erb-B, o
que muestra una relaciéon con el proceso de transformacion maligna (Heldin C.H. (1984), Cell 37,
9-20.) -
Todas las evidencias acumuladas en estos afios acerca de la relaciéon entre el sistema EGF-R/
EGF-R ligandos y el cancer, convierten al mismo, en un blanco muy atrayente para la
inmunqterapia de cancer.
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Resultados previos han demostrado la posibilidad de realizar una inmunoterapia activa de cancer
con la vacuna basada en EGF. De hecho, se han obtenido evidencias tanto preclinicas como
clinicas acerca de la inmunogenicidad y la baja toxicidad provocada por la vacunacion con hrEGF
unido a una proteina transportadora (Gonzalez y cols.(1996), Vaccine Research 5(4), 233-243.)
EP 0 657 175 describe una composicion vacunal que contienen EGF autblogo acoplado a una
proteina transportadora y dicho complejo inhibe el crecimiento de tumores dependientes de EGF a
través de un efecto auto inmune.

La composicion vachnal descrita en EP 0 657 175, son vacunas conjugadas que contiene EGF,
acoplado a una proteina transportadora (la proteina rP64k, la cadena B de la toxina de Cholera, la
proteina de toxoide tetanico y/o anticuerpos monoclonales) y como consecuencia se obtiene una
mezcla heterogénea y poco reproducible de especies conjugadas.

El novedoso preparado vacunal descrito en la presente invencién comprende como principio
activo el EGF autélogo y esta caracterizado por poseer una composiciéon quimica homogénea y
pureza definida, una inmunogenicidad potenciada, una actividad clinica sustancialmente
incrementada y permite disminuir sensiblemente el numero de inmunizaciones para su accién
terapéutica

La disminucion del contenido del antigeno autélogo en el preparado vacunal de la presente
invencion, sorprendentemente no disminuye, sinovque provoca incrementos significativos en los
titulos de anticuerpos anti EGF en humanos. La disminucién del contenido de EGF y sus
derivados en la composicién vacunal se obtuvo a través de desarrollo de un método de
purificacién por membrana, el cual también forma parte de esta invencién

La presente invencion proporciona a-demés un preparado vacunal homogéneo y reproducible que
permite incrementar el efecto clinico del mismo disminuyendo el numero de inmunizaciones, lo
que brinda una gran ventaja en la terapéutica del cancer y para el paciente, en comparacién con
composiciones vacunales previamente descritas. La composicion vacunal acorde a la presente
invencién puede ser empleada en conjuncion con adyuvantes adecuados tales como hidréxido de
aluminio o Montanide

En ofro aspecto, la presente invencion involucra un procedimiento sanitario para la obtencion del
preparado vacunal apropiado para la administracion a pacientes por via parenteral. El
procedimiento comprende un método adecuado de conjugacion covalentg del hrEGF, a la proteina
transportadora rP64k y la purificacién del mismo empleando membranas de Ultrafiltracion en un
rango de 50-100kDa. para remover las especies conjugadas biolégicamente inactivas (carente de
actividad inmunogénica) y otras impurezas quimicas.
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Descripcion Detallada de la Invencion.

La presente invencién proporciona un novedoso preparado vacunal basado en el EGF autélogo,
caracterizado por poseer una composicibn quimica homogénea y pureza definida, una
inmunogenicidad potenciada y wuna actividad clinica sustancialmente incrementada.
Adicionalmente la presentacion vacunal descrita en la presente invencion brinda la posibilidad de
disminuir sensiblemente el nimero de administraciones necesarias al paciente, cuando se
requiera incrementar la dosis terapéutica, por el hecho de que esta composicion vacunal se
obtjene a partir de una metodologia que permite alcanzar diferentes concentraciones por mililitros
de las especies conjugadas hrEGF-rP64k, conocido como potencia

Este nuevo preparado vacunal se obtiene a partir del sorpresivo resultado de que la disminucion
del contenido del antigeno autélogo en la composicién vacunal a través un novedoso proceso de
purificacién, no disminuye, sino permite incrementar significativamente la respuesta inmune contra
el EGF propio en comparacion con composiciones heterogéneas empleadas como vacunas
basadas en el EGF.

El preparado vacunal obtenido a partir de la disminucién del contenido del antigeno autologo a
través de la metodologia de purificacion por membrana de ultrafiltracion tiene una composicién
homogénea donde las especies inmunologicamente activas (especies conjugadas hrEGF-rP64k)
muestran masas molares superiores a 60kDa.. Este preparado vacunal muestra un perfil de
separacion cromatografico por exclusion molecular caracterizado porque donde las especies que
portan actividad terapéutica de este preparado vacunal, representan mas 90% del area total del
cromatograma correspondiente a la preparaciéon vacunal en su conjunto, como se muestra en la
figura 4

Estudios de Espectrometria de Masas realizados para profundizar en la caracterizacion estructural
del preparado \)acunal, aportan el mapa de péptidos para dos lotes diferentes del preparado
vacunal, donde se aprecia gran similitud en la posicién y proporcién de los péptidos que aparecen
(ver figura 5). La similitud entre los mapas de péptidos obtenidos a partir de ambas replicas de
preparado vacunales es un indicativo del control en las condiciones en que ocurren los
procedimientos de conjugacion quimica y purificacién descritas también en la presente invencion.
Este estudio permitio identificar la secuencia de los péptidos mayoritarios que componen el
presente preparado vacunal.(ver tabla 3)

Este preparado vacunal se caracteriza ademas por una relacion de conjugacion quimica entre las
proteinas hrEGF y rP64k de (1:2), esto significa que existen 2 moléculas de hrEGF conjugada por
céda molécula de rP64k .
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Metodologia para obtencion del preparado vacunal

Procedimiento dé purificacion para la disminucién del contenido de EGF autélogo.

A partir de observaciones experimentales que evidenciaron que la disminucion del contenido de
hrEGF en el preparado vacunal aumenta accién inmunogénica del mismo, se desarrolla un
método para disminuir el contenido de hrEGF en la mezcla heterogénea de conjugados;
enriqueciendo el preparado vacunal en especies conjugadas de alto peso molecular (especies
inmunolégicamente activas) y libre de glutaraldehido.

El procedimiento de purificacion empleando membranas de ultrafiltracion en un rango entre 50-
100kDa desarrollado y descrito en la presente invencién consta de dos etapas: En la etapa inicial
se realizan sucesivos cambios de solucion tampén (diafiltracion) para remover el glutaraldehido y
eliminar el exceso de proteina autéloga, ya sea libre o formando conjugados hrEGF-hrEGF de
diferentes tallas. Durante esta etapa se realizan entre 10 y 15 cambios de solucién tampén La
segunda etapa es la concentracion del conjugado quimico purificado, en el cual mas del 90% de
su composicidon corresponde a la especie inmunogénica hrEGF-rP64k. Durante la etapa de

concentracién el volumen inicial del conjugado quimico se reduce hasta lograr una concentracion
de proteinas final (especies conjugadas hrEGF-rP64k) en un rango entre 1- 12 mg/mL. Esta
versatilidad en el rango de concentraciones del principio activo (miligramos totales de conjugados
hrEGF-rP64k por mililitros) para dicho preparado vacunal brinda una gran ventaja en la terapéutica
del cancer. Esto permite incrementar la dosis de tratamiento sin que implique para el paciente un
incremento en la frecuencia de inmunizacién y/o aumentar el nimero de sitios de inmunizacién.
Con el propdsito de monitorear la calidad de la purificacion del conjugado quimico se eval(a el pH
y la conductividad del retenido y del permeado. Se realiza también la determinacién de la
concentracion de proteina por el método descrito por Lowry D.H. y col. J. Biol Chem 191: 495-498,
1951 y se determina el porciento de homogeneidad a partir del analisis cromatografico bor
filtracion en gel (HPLC-FG) .

La singularidad de esta metodologia asegura que el preparado vacunal obtenido tenga una
composicion homogeénea y pureza definida, caracterizada por la presencia mayoritaria de las
especies inmunolégicamente activas: especies conjugadas hrEGF-rP64k. _
Sorprendentemente, la remocion del exceso de proteina autéloga (hrEGF) libre o polimérico no
provoca la reduccién, sino que permite incrementar significativamente la concentracion de
anticuerpos anti EGF (a la dilucién 1/1000), a 10 veces mas con relacién a la concentracion de
anticuerpos alcanzada al inmunizar ratones con 'polimeros de hrEGF y con hrEGF libre. La
reduccion del contenido de proteina autéloga en la preparacion 'vacunal provoca en pacientes
incrementos de al menos 2 veces el maximo titulo de anticuerpos anti EGF. Este incremento del
titulo de anticuerpos se observa aun en aquelios pacientes que reciben la mitad de la dosis (2.4
mg) por inmunizacién en comparacion con pacientes que reciben (4.8 mg) por dosis del preparado

4
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vacunal descrito en EP 0657 175. Estos resultados indican que el preparado vacunal, descrito en
la presente invencion tiene mayor actividad inmunogénica por miligramo de proteina activamente
inmunogénica, comparado con otros preparados vacunales

Obtencién del conjugado quimico entre la proteina recombinante P64k (rP64k) y el Factor
de Crecimiento Epidérmico humano recombinante (hrEGF).

A partir de la evaluacién y optimiiacic')n de las condiciones para la reaccion de quimica
conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k se desarrolla un método de conjugacién quimica
que requiere de una elevada proporcién molar de la proteina autéloga, 10 moles de hrEGF por
cada mol de rP64k para garantizar una elevada eficiencia de conjugacion entre ambas durante la
conjugacion. El exceso necesario de proteina autdloga durante la conjugacion quimica, para
garantizar la eficiencia de la misma, se elimina seguidamente a través del método de purificacion
por membranas de ultrafiltracion descrito anteriormente, el cual permite la obtencion del preparado
vacunal con elevada homogeneidad. E! procedimiento descrito en la presente invencion para
garantizar una adecuada conjugacién quimica entre ambas proteinas consta de un solo paso y se
inicia mezclando la proteina hrEGF concentrada previamente (>6 mg/mL) y la proteina rP64k (= 1
mg/mL) en el reactor de conjUgacién. A esta mezcla proteica se le afnade posteriormente Ia
solucion PBS/MgCI; (pH 6.8-7.2) y la solucién de conjugacion de glutaraldehido 0.5 %. La mezcla
se mantiene en agitacion constante por 2 horas a una temperatura 22°C+ 2°C. La concentracién
final de proteina en la mezcla de reaccion para el hrEGF es 0.82 mg/mL y para la proteina rP64k
es 0.89 mg/mL. La concentracion de proteinas totales durante la reaccion de conjugacion es de 2
mg/mL y la concentracion final del glutaraldehido en la mezcla de reaccion es de 0.05 %.

La composicion vacunal acorde a la presente invenciéon puede ser empleada en conjuncion con
adyuvantes adecuados, tales como hidréxido de aluminio o Montanide.

En otro aspecto, la presente invencién involucra un procedimiento sanitario para la obtencion del
preparado vacunal, administrado por via parenteral que minimiza las oportunidades de
contaminacién microbiana del preparado vacunal durante su obtencién, permite realizar la
metodologia de purificacion del conjugado quimico en pocas horas y facilita el incremento del
volumen del preparado vacunal a obtener entre otras ventajas. |

Los ejemplos siguientes se ofrecen para ilustrar mas detalladamente la presente invencion.

El Ejemplo 1 describe la caracterizacion molecular del preparado vacunal descrito en la presente
invencion. La caracterizacién molecular incluye: la identificacion cromatografica por HPLC-FG de
las especies conjugadas formadas durante la reaccién de conjugacion, la determinacion de la
razén de conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k y la definicion del mapa de péptidos que
caracteriza a este novedoso preparado vacunal.

El Ejemplo 2 describe los bioensayos en raton realizados para evaluar la inmunogenicidad del
novedoso preparado vacunal descrito en la presente invencion.
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El Ejémplo 3 describe la eficacia del uso clinico del presente prepafado vacunal en el tratamiento
de tumores de pulmén de origen epitelial.

El ‘Ejemplo 4 describe la obtencion de preparados vacunales ajustados a diferentes potencias
(miligramos totales de conjugado hrEGF-rP64k/vial), empleando la misma metodologia de
conjugacion y purificacion descrita en la presente invencion.

El Ejemplo 5 muestra la remocién del glutaraldehido empleado en la reaccion de conjugacion,
mediante la metodologia de purificaciéon del conjugado quimico a través de una membrana de
ultrafiltracion 50kDa. '

EJEMPLOS:

EJEMPLO 1: Caracterizacion molecular del preparado vacunal descrito en la presente
invencion (Preparado Vacunal A). .

1.1 Caracterizaciéon cromatografica del preparado vacunal descrito en la presente invencion
Para la caracterizacion cromatografica del preparado vacunal purificado por ultrafiltracién se
emplearon como indicadores conjugados homoligoméricos hrEGF-hrEGF y rP64k-rP64k. Los
perfiles cromatograficos mostrados por los conjugados homoligoméricos (hrfEGF-hrEGF y' rP64k-
rP64k) se compararon con el perfil cromatografico mostrado por el conjugado quimico obtenido de
la reaccion de conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k sin purificar.

En la figura 1 se muestra el perfil del conjugado homoligomérico rP64k-rP64k y el perfil que se
obtiene al realizar la conjugacién quimica entre las proteinas hrEGF y rP64k (conjugado quimico
sin purificar por ultrafiltracion). La zona encerrada en el circulo enmarca el area donde se
encuentran las especies conjugadas hrEGF-rP64k. El perfil del conjugado rP64k-rP64k no
muestra total coincidencia con el mostrado por el del conjugado quimico entre las proteinas

.hrEGF-rP64k debido al aporte de las moléculas de hrEGF conjugadas a la rP64k.

En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos después de realizar una electroforesis
desnaturalizante en condiciones de reduccion y Western Blot del preparado vacunal purificado por
ultrafiltracion. El revelado se realizd con un anticuerpo anti EGF conjugado con fosfatasa alcalina.
El EGF es una proteina de peso molecular aparente de 6kDa por consiguiente debe localizarse en
la zona inferior del gel. Su identificacion mediante inmunodeteccién con anticuerpos anti-EGF en
la zona correspondiente a las proteinas de peso molecular aparente superiores a 6 kDa confirma
que existen moléculas de hrEGF unidas a la rP64k en la zona del gel correspondiente a las
especies conjugadas hrEGF-rP64k.

Cuando se compara el perfil del conjugado quimico hrEGF-rP64 sin purificar y el perfil obtenido
para el conjugado homoligomérico hrEGF-hrEGF se puede apreciar que existe una

correspondencia entre ambos perfiles. Esta evidencia confirma que después del valle se

encuentra la zona que corresponde a las especies de hrEGF conjugadas entre si (polimeros' de
hrEGF) y de moléculas de hrEGF libre (Figura 3).

6
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El perfil cromatografico por exclusiéon molecular (ver figura 4) del preparado vacunal objeto de la
presente invencion muestra que el area correspondiente a las especies conjugadas hrEGF-rP64k

“constituyen mas del 90% de area total del cromatograma.(zona sombrada) evidenciando la

elevada homogeneidad de la composicion vacunal descrita.

1.2. Determinacion de la razén de conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k en el
preparado vacunal descrito en la presente invencion. '
Con el objetivo de determinar la razon de conjugacion en que se encuentran el hrEGF y la rP64k
en el preparado vacunal se determinaron los moles presentes de cada una de sus proteinas
constituyentes. Para esto se tom6 un preparado vacunal obtenido a partir de un proceso de
purificacion con membrana de ultrafiltracion 50 kDa y se colectd la fraccion cromatografica
correspondiente a las especies conjugadas hrEGF-rP64k. Estas fracciones fueron sometidas a
andlisis de aminoacidos.

La determinacion de la razon de conjugacion se realiz6 por 2 métodos.

1. Un método se baso en la estimacion de la cantidad de Fenilalanina (Phe) y Treonina (Thr)
en el preparado vacunal (aminoacidos solo presentes en la molécula de rP64k). Las cantidades de
estos aminoacidos se usaron para determinar la cantidad de rP64k. A partir de esta Ultima, y
teniendo en cuenta la cantidad total de aminoacidos de la mezcla, se determind la cantidad de
EGF.

2. El otro método se basé en la determinacion directa de las cantidades relativas de cada
proteina, utilizando la secuencia de aminoacidos y basado en la cuantificacién de los aminoacidos
Asparagina+Aspartico (Asx), Glutamina + Glutamico (Glx), Glicina (Gly) y Alanina (Ala) (residuos
altamente estables a la hidrélisis acida y que cominmente se usan en la cuantificacion de
proteinas).

Los resultados obtenidos por cada método se muestran a continuacion en las tablas 1y 2.

. Cantidad media Cantidad media Razon media de
de rP64k de hrEGF conjugacion
12,07 nmoles 23,13 nmoles 1,92

Tabla 1: Determinacion de la razon de conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k realizando la
determinacién de composicion aminoacidica del preparado vacunal purificado por ultrafiltracion, basandose
en el método de determinacién de la cantidad de Fenilalanina (Phe) y Treonina (Thr)

Proteina Cantidad de proteina Razén de conjugacion
rP64k 12,04 nmoles
2,00
hrEGF 24,05 nmoles
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Tabla 2: Determinacion de la razén de conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k realizando la
determinacién de composicion aminoacidica del preparado vacunal purificado por ultrafiltracién, basandose
en el método de determinacion de las cantidades relativas de los aminoacidos Asparagina+Aspartico (Asx),

- Glutamina + Glutamico (GIx), Glicina (Gly) y Alanina (Ala )

Los resultados obtenidos por ambos métodos muestran correspondencia en la estimacion de la
razén de conjugacion entre las proteinas hrEGF:.rP64k para el preparado vacunal descrito en la
presente invencion. La razén de conjugacion calculada fue de:(1:2), esto significa 2 moléculas de
hrEGF por cada molécula de rP64k

1.3. Definicion del mapa de péptidos que caracteriza al preparado vacunal descrito en la
presente invencion. |

Con el objetivo de caracterizar estructuralmente el preparado vacunal que se presenta en la
presente invencion y evidenciar la reproducibilidad en la obtencién del mismo se desarrolld y
caracterizdé el mapa de péptidos obtenido tras la digestién de las fracciones conjugadas hrEGF-
rP64k con la endoproteasa Glu-C. Cada una de las fracciones del mapa obtenido fue identificada y
secuenciada por Espectrometria de Masas

La figura 5 muestra los mapas de péptidos obtenidos a partir de dos preparado vacunales
obtenidos independientemente, donde se aprecia gran similitud en los péptidos que aparecen y la
proporcion existente de cada uno de ellos. La réproducibilidad entre los mapas de péptidos
obtenidos a partir de ambos preparado vacunales es un indicativo del control que existe sobre las
condiciones en la que ocurren los procedimientos de conjugacion quimica y purificacion descritas
también en la presente invencion.

La identificacién de los péptidos contenidos en cada fraccion del mapa se obtuvo por andlisis de
cada una de ellas por el método MALDI (siglas en Ingles de Matrix assisted Laser
desorption_ionization/ lonizacién_desorcion de matriz asistida por Laser) y por el método ESI-MS
(siglas en ingles de Electrospray lonization/ Electronebulizacién por ionizacién). En la tabla 3 se
muestra la secuencia de los péptidos mayoritarios.

Pico Péptidos
HGO5 LDID
QAAPTGE
HGO06 SIGMAAE
AEGTAAAPKAE
HGO8 AEGTAAAPKAE
HGO9 KISE
SIGMAAE
HG11 AAAAPAQEAPKAA
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Pico Péptidos
' GANAPKEPQRYD

HG12 SIGMAAE

HG14 VKVKVGDKISE

HG15 VAWVGE

HG16 VAWVGETE
VSLTAGDAYE

HG17 VCLAIE ‘

HG18 VRHLAANGIKYPEPE

HG19 AAAAPAQEAPKAAAPAPQAAQFG
VRHLAANGIKYPEPE

HG20 LKVPDIGGHE
RVIPGVAYTSPE
TGRIIGGGIVGPN
VRHLAANGIKYPEPE

HG21 KAGVAVTDRGFIE

| LIFDAE

GGPGGYSAAFAAADE

HG22 ARVIPGVAYTSPE
GLKVAIVE

623 AAAAPAQEAPKAAAPAPQAAQFGGSADAEY
D
MGCDAADIGKTIHPHPTLGE
PKEPQRYDAVLVAAGR

HG24 | NVDIIAVE
YDVVWVLG

HG25 AVLVAAGRAPNGKLISAE
MGCDAADIGKTIHPHPTLGE
TGRIGGGIVGPNGGDMIGE

HG26 TGRIGGGIVGPNGGDMIGE
VRHLAANGIKYPEPELD

HG27 TGRIIGGGIVGPNGGDMIGE -
RCQYRDLKWWE

HG28 GGLIVVVE

HG29 GGLIVVVE

13



I’ ~
o

WO 2009/003425

PCT/CU2008/000005

Pico Péptidos
TGRIIGGGIVGPNGGDMIGE
YRFDNIMVNTKTVAVEPKED

HG30 AIGDIVGQPMLAHKAVHE
AIGDIVGQPMLAHKAVHE

HG31 ALDKYACNCVVGYIGE
ALDKYACNCVVGYIGE

HG32 ARVIPGVAYTSPE
LDIDMLRAY
MDVPAEVAGVVKE

HG33 TGRIIGGGIVGPNGGDMIGE
ALDKYACNCVVGYIGE
GYCLHDGVCMYIE
RCQYRDLKWWE

HG34 NCAGHKAYFDARVIPGVAYTSPE

HG35 GANAPKEPQRYDAVLVAAGRAPNGKLISAE

HG36 | GANAPKEPQRYDAVLVAAGRAPNGKLISAE
NCAGHKAYFDARVIPGVAYTSPE
VIDEVRHLAANGIKYPE

HG37 MGTVYSTLGSRLDVVE

HG38 IIGGGIIGLE
MDVPAEVAGVVKEVK
NSDSECPLSHDGYCLHDGVCMYIE

HG39 VVVLGGGPGGYSAAFAAADE

HG40 MGTVYSTLGSRLDVVE

HG41 LKVPDIGGHENVDIIAVE

HG42 RCQYRDLKWWEL

HG43 VDKQMRTNVPHIYAIGDIVGQPMLAHKAVHE

' " | ASGRAIANGCDNGFTKLIFDAE

HG44 VDKQMRTNVPHIYAIGDIVGQPMLAHKAVHE

HG47 YRFDNIMVNTKTVAVEPKEDGVYVTFE
AIANGCDNGFTKLIFDAE

HG48 RYKTLGGVCLNVGCIPSKALLHNAAVIDE

10
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. Péptidos
Pico

HG49 VNVGDTIAVDDTLITLD

| RYKTLGGVCLNVGCIPSKALLHNAAVIDE
YRFDNIMVNTKTVAVEPKEDGVYVTFE
IVGQPMLAHKAVHEGHVAAENCAGHKAYFD
NGFTKLIFDAETGRIIGGGIVGPNGGDMIGE
HG50 | TGRIGGGIVGPNGGDMIGEVCLAIEMGCD
HG51 RCQYRDLKWWEL

Tabla 3. Composicion aminoacidica de los péptidos mayoritarios obtenidos tras la digestion de las
fracciones conjugadas EGF-P64k con la endoproteasa Glu-C. La composicién aminoacidica se determiné
por MALD! y ESI-MS.

EJEMPLO 2.

Inmunogenicidad del preparado vacunal descrito en la presente invencion.

En este ejemplo se describe el ensayo de actividad biolégica realizado para evaluar la
inmunogenicidad del preparado vacunal descrito anteriormente (Preparado Vacunal A)
comparativamente con un preparado vacunal descrito en EP 0657 175. nombrado (Preparado
Vacunal B)

Para el ensayo se realizd la inoculacién de 10 ratones con una unica dosis de 200 pL de una
emulsién agua en aceite (50/50 % v/v) de los inmunogenos (preparado vacunal convencional
obtenido por didlisis, preparado vacunal obtenido por purificaciéon con membrana de ultrafiltracion
y el permeado obtenido del proceso de purificacion por UF/DF, donde se encuentran las especies
conjugadas hrEGF-hrEGF) con el adyuvante Montanide ISA 51. La dosis de proteina aplicada
para cada inmunégeno se refiere en la tabla 4.

A los 14 dias siguientes a la inoculacién se realizo la extraccion del suero de los animales y la
evaluacion del titulo de anticuerpos anti-EGF mediante un ELISA. El criterio de positividad de
ensayo fue que la densidad optica medida a 405 nm fuera méas de dos veces la media obtenida
para el blanco de placa. E! blanco de placa se obtiene cuando se adiciona al pocillo tampon de
bloqueo en lugar de muestra de suero anti-EGF. La prueba de Mann-Whitney aplicada al analisis
de los datos, se realiz6 utilizando un programa estadistico.
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Inmundgenos Concentracion de

proteinas (Lowry)

Preparado Vacunal A _ 1.5 mg/mL
Preparado Vacunal B 1.5 mg/mL
Conjugados poliméricos de hrEGF y hrEGF libre) obtenido | 0.6 mg/mL

de la purificacion por UF/DF del Preparado Vacunal A

Tabla 4: Inmunégenos evaluados y la concentracion de proteinas a ser inoculado por animal segin
corresponda para el ensayo de actividad bioldgica.

En la figura 6 se muestran los resultados del ensayo de actividad biolégica como evidencia de la
actividad inmunogénica de cada inmunégeho evaluado. 'Los componentes del inmunégeno
correspondientes a los conjugados poliméricos de hrEGF y hrEGF libre), no muestran actividad
biolégica relevante, pues su respuesta esta al nivel del criterio de positividad del ensayo o inferior.
Estos resultados verifican la hipétesis de que el EGF por si mismo no induce respuesta
inmunogénica

El analisis estadistico de todos los resultados al aplicar el test de” Mann-Whitney Test™ (ver tabla
5) mostr6 diferencias altamente significativas para los titulos de anticuerpo anti EGF 1/1000 con
p=0.0004 y para el titulo 1/100 con p=0.0006 del grupo de animales inoculados con el Preparado
Vacunal A con réspecto a los titulos alcanzados para el grupo de animales inoculados con el
Preparado Vacunal B. Esto indica que el Preparado Vacunal A, purificado mediante membrana de
ultrafiltracion tiene mayor actividad inmunogénica por miligramo de proteina que el Preparado
Vacunal B, obtenido por el método de purificacién basado en membrana de dialisis. .
El Preparado Vacunal A produce un incremento de la concentracion de anticuerpos anti EGF (a la
dilucién 1/1000) 10 veces mayor con relacion al alcanzado al inmunizar con el conjugado
correspondiente a los polimeros de hrEGF y hrEGF' libre. Con relaciéon al preparado vacunal
descrito previamente en EP 0657175 el preparado vacunal descrito en la presente invencibn
produjo un incremento 2 veces mayor de la concentracion de anticuerpos anti EGF
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Analisis estadistico de Titulos de anticuerpo anti EGF (1/1000) en suero de
ratén

Mann-Whitney Test and Cl: G1 1/1000; G3 1/1000

N Median
Gl (Preparado Vacunal B) ' 1/1000 20 0,4300
G3 (Preparado vacunal A) 1/1000 20 0,7120

Point estimate for ETAl-ETA2 is -0,3115

95,0 Percent CI for ETA1-ETA2 is (-0,4500;-0,1790)

W= 278,0

Test of ETAl = ETA2 vs ETAl not = ETA2 is significant at 0,0004
The test is significant at 00,0004 (adjusted for ties)

Analisis estadistit:o de Titulos de anticuerpo anti EGF (1/100) en suero de

ratén

Mann-Whitney Test and Cl: G1 1/100; G3 1/100

N Median
Gl (Preparado vacunal convencional) 1/100 20 1,0785
G3 (Preparado vacunal por ultrafiltracién) 1/100 20 11,3040

Point estimate for ETAl-ETA2 is -0,2590

95,0 Percent CI for ETA1-ETA2 is (-0,4389;-0,1149)

W = 282,5 -

Test of ETAl = ETA2 vs ETAl not = ETA2 is significant at 0, 0006
The test is significant at 0,0006 (adjusted for ties)

Tabla 5: Reporte estadistico de Test de Mann-Whitney empleado para evaluar la inmunogenicidad de
ambos preparados vacunales a través del titulo de anticuerpo antiEGF en el suero de ratones.

EJEMPLO 3. A

Evaluacion de la eficacia del uso clinico del preparado vacunal descrito en la presente
invencion en el tratamiento de tumores de pulmén de origen epitelial.

El objetivo de este ejemplo es evaluar en pacientes la inmunogenicidad producida por el
Preparado Vacunal A en comparacion con la inmunogenicidad lograda por el Preparado Vacunal
B obtenido por el método de purificacion por dialisis

En este estudio se trataron pacientes portadores de tumores de pulmén de células no pequefas
en estadios avanzado. Se definieron para el estudio 2 grupos de pacientes (pacientes vacunados
con el Preparado Vacunal B y pacientes vacunados con el Preparado Vacunal A, descrito en la
presente invencion. La dosis de preparado vacunal aplicada por paciente para cada grupo fue la
siguiente: los pacientes vacunados con el Preparado Vacunal B recibieron 1.2 mg de proteina total
por sitio de inmunizacion, los pacientes vacunados con el Preparado Vacunal A recibieron 0.6 mg
de proteinas totales por sitio de inmunizacion. Para ambos grupos los sitios de inmunizacién
fueron 4. Todos los pacientes recibieron terapia oncoespecifica, al menos 4 semanas antes de
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~iniciar el ensayo. Las inmunizaciones se realizaron por via intramuscular, y se continuaron

sucediendo 1 vez de manera mensual.

La respuesta inmune humoral de ambos grupos de pacientes se evalu6 a través de la obtencién
del suero sanguineo. La variable de valoracion fundamental de los resultados fue el titulo de
anticuefpo especifico contra el EGF. Este parametro se determiné por medio de un sistema
ELISA. Los valores positivos fueron aquellas lecturas de densidad dptica que estuvieron 2 veces
por encima del valor del control negativo. El titulo de anticuerpo reportado significa la mayor
dilucién de los sueros positivos.

El analisis de la respuesta inmune para los pacientes integrantes de cada grupo representado en
la tabla 6 demostré que la media geométrica del titulo de anticuérpos maximo para el grupo de
paciente' inmunizados con el Preparado Vacunal A corresponde a 1:56421, mientras que para el
grupo de pacientes inmunizados con el Preparado Vacunal B la media geométrica del titulo de
anticuerpo maximo fue de 1:23515. Esto significa que el preparado vacunal descrito en la presente
invencion produjo un incremento 2 veces mayor de la media geométrica del titulo de anticuerpos
anti EGF maximo con relacién al alcanzado con el preparado vacunal B. .
Historicamente los pacientes no inmunizados muestran un titulo anti-EGF autdlogo de 1:500. Por
lo tanto el preparado vacunal descrito en la presente invencion (Preparado Vacunal A) provoca un
incremento de al menos 100 veces el titulo de anticuerpos anti-EGF en sujetos inmunizados

Total de Pacientes | Media Geometrical
Tabla 6.
Preparado Vacunal A 1 56421
. : Resultado
Preparado Vacunal B 9 23515 del

analisis de la media geométrica de la inmunogenicidad de ambos preparados vacunales medido a través del
titulo de anticuerpos anti-EGF en el suero de los pacientes.

Es importante remarcar que el grupo de pacientes inmunizados con el Preparado Vacunal A,
descrito en la presente invencién, mostraron una media geométrica superior del titulo dé
anticuerpo anti-EGF recibiendo la mitad de la cantidad de proteinas totales por inmunizacion (2.4
mg) que la recibida por el grupo de pacientes inmunizados con el Preparado Vacunal B, que
correspondié con 4,8mg de proteinas totales, lo que constituye un resultado sorprendente.

Estos resultados evidencian que el exceso de proteina autéloga hrEGF, ya sea en forma de
polimeros o de forma libre, no aporta mas inmunogenicidad al preparado vacunal, sino diluye la
accion inmunogénica del conjugado quimico hrEGF-rP64k.
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EJEMPLO 4: )
Obtencion del preparado vacunal descrito en la presente invencion ajustado a diferentes
potencias (concentracidon de proteinas totales por vial).

Con el propésito de demostrar la capacidad de obtener preparados vacunales con diferentes
potencias (concentraciones de proteinas totales por vial) se realizé la metodologia de purificacion
como se describe en los a continuacién:

Ensayo 1: Al concluir la diafiltracion se concentré el conjugado quimico purificado hasta-una
concentracion final de proteinas de 2 mg/mL. ’ '

Ensayo 2: Al concluir la diafiltracién se concentré el conjugado quimico purificado hasta una

_concentracion final de proteinas de 5 mg/mL.

Ensayo 3: Al concluir la diafiltracién se concentré el conjugado quimico purificado hasta una
concentracion final de proteinas de 12 mg/mL.

En todos los ensayos el volumen total de conjugado quimico empleado fue 1500 mL, se opero a
una presion transmembrana de 1,5 bar y se realizaron 7 cambios de solucién tamp6n durante la
diafiltracion. Para la realizacion de esta evaluacién se establecieron dos criterios de seleccion: El
primero fue alcanzar un porciento homogeneidad del preparado vacunal > 80%. El segundo
criterio fue la no presencia de precipitados de proteinas durante la operacién de purificacion.

Los resultados presentados .en la tabla 7 muestran la obtencion de preparados vacunales
ajustados a diferentes concentraciones de proteinas por mililitro, garantizando elevados niveles de
homogeneidad (90.92 %,96.79 % y, 95.50 % de especies conjugadas hrEGF- rP64k ) y sin
producir precipitacion de proteinas en los mismos.

Concentracion Proteina Porciento de homogeneidad
del preparado vacunal

2 mg/mL 92 00%

5 mg/mL 96.79 %
12 mg/mL | 95.50 %

Tabla 7: Valores correspondientes al porciento de homogeneidad en los preparados vacunales ajustados a
diferentes concentraciones finales de proteinas,

EJEMPLO &5:

Remocion de glutaraldehido en el preparado vacunal descrito en la presente inversion.
Para evaluar la remocion del agente conjugante (glutaraldehido) se cuantificé el contenido de
glutaraldehido residual en el Preparado Vacunal B y en el Preparado Vacunal A, mediante un
meétodo de separacion cromatografica por fase reversa (HPLC-RP) empleando una columna C-8.
Este método requirié primeramente, la precipitacion de la proteina contenida en las muestras con
acido perclérico y después una reaccion con fenilhidracina.
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La figura 7 muestra que el contenido residual de esta impureza presente en ambos preparados
vacunales fue menor, de 0.2 ug/mL o menor de 0.002 ppm, (concentraciéon limite superior
establecida para esta impureza) partiendo de una concentracion inicial de 530 mg/mL é 530 ppm.
Aun cuando ambos preparados cumplen con la especificacion establecida para esta impureza, la
figura 7 ilustra que el preparado vacunal A obtenido de aplicar el método de purificacion del
conjugado quimico por membranas de Ultrafiltracion, posee un contenido inferior de
glutaraldehido, lo que le aporta gran seguridad para el paciente a dicho preparado vacunal

Breve Descripcion de las Figuras.
Figura 1. Se muestra la superposicién del cromatograma de un conjugado homoligomérico rP64k-

rP64k y del cromatograma de un conjugado quimico EGF-P64k sin purificar. Encerrado en el
circulo se muestra la coincidencia de los perfiles entre ambos cromatogramas. El eje X presenta el
tiempo al cual eluye cada componente de la muestra y el eje Y répresenta el valor de intensidad a
216 nm de cada componente de la muestra, como indicaddr de la concentracién de proteina en la
misma.

Figura 2. Inmunodeteccion con un anticuerpo anti EGF conjugado con fosfatasa alcalina posterior
a la separacion electroforética en SDS- PAGE para preparado vacunal obtenido por ultrafiltracion.
Linea 1: Marcador de peso molecular, Linea 2 Preparado vacunal

Figura 3. Se muestra la superposicion del cromatograma correspondiente al conjugado
homoligomérico hrEGF-hrEGF y del cromatograma de un conjugado quimico hrEGF-rP64k sin
purificar. Encerrado en el circulo se muestra la coincidencia de especies entre ambos
cromatogramas. . El eje X presenta el tiempo al cual eluye cada componente de la muestra y el
eje Y representa el valor de intensidad a 216 nm de cada componente en la muestra, como
indicador de la concentraciéon de proteina en la misma.

Figura 4. Perfil cromatografico correspondiente al preparado vacunal descrito en la presente
invencion. El area sombreada se corresponde con las especies conjugadas hrEGF-rP64k. E! eje X
presenta el tiempo al cual eluye cada fraccion y el eje Y representa el valor de intensidad a 216
nm de cada componente en la muestra, como indicador de la concentracion de proteina en la
misma.

Figura 5. Mapa peptidico de la fraccion cromatografica correspondiente al conjugado hrEGF-
rP64k. Se presentan los resultados obtenidos para dos preparado vacunales purificados
ihdependientemente a través de una membrana de ultrafiltracién. El eje de las X representa ei
tiempo y el eje de las Y representa las unidades de mili intensidad. .

Figura 6: Titulos de anticuerpos anti EGF en ratones inmunizados con varios inmundgenos:
preparado vacunal convencional, preparado vacunal purificado por ultrafiltracion y el permeado
procedente del método de purificacién por ultrafiltracion del preparado vacunal El eje X
corresponde a las diluciones realizadas al suero obtenido de cada animal y el eje Y representa el
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valor de densidad 6ptica a 405 nm de cada muestra como indicador de la concentracion de
proteina en la misma.

Figura 7: Perfil cromatografico por HPL.C-RP obtenido durante la cuantificacién del contenido de
glutaraldehido residual para el preparado vacunal obtenido a partir del método de purificacién por
empleando las membranas de ultrafiltracion 50kDa (Preparado Vacunal A) y para el preparado
vacunal obtenido empleando el método de purificacion por membrana de dialisis (Preparado
Vacunal B).
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10.

1.

12.

13.

REIVINDICACIONES

. Una composicién vacunal cuyo principio activo comprende un conjugado proteico hrEGF-

rP64k, caracterizada porque cada molécula de la proteina rP64K tiene enlazada dos
moléculas de hrEGF

. Una composicién vacunal segin reivindicacion 1 caracterizada porque el conjugado

proteico hrEGF-rP64k esta en una proporcién de 12.04 nmoles de proteina rP64k
por 24.05 nmoles de hrEGF.

Una composicion vacunal segin reivindicacion 1 caracterizada porque es una mezcla
homogénea de hrEGF-rP64k libre de especies moleculares como polimeros de hrEGF o
hrEGF libre.

La composicién vacunal segln reivindicacion 1 caracterizada porque la mezcla
homogeénea de hrEGF-rP64k esta libre de glutaraldehido. _

La composicidon vacunal segun reivindicacion 1, caracterizada porque adicionalmente
contiene un adyuvante apropiado, seleccionado del grupo que comprende hidréxido de
aluminio o Montanide. '

La composicién vacunal segun reivindicaciéon 5, caracterizada porque contiene como
adyuvante Montanide.

La composicion vacunal seglin reivindicacion 5, caracterizada porque contiene como
adyuvante hidréxido de aluminio. ’

La composicion vacunal segin reivindicaciones 1 caracterizada porque induce un
incremento de al menos 10 veces el titulo de anticuerpos anti-EGF en el suero mamiferos
inmunizados.

La composicion vacunal segun reivindicaciones 1 caracterizada porque induce un
incremento de al menos 10 veces el titulo de anticuerpos anti-EGF en el suero de
humanos. '

La composicion vacunal segin reivindicaciones 1 caracterizada porque induce un
incremento de al menos 100 veces el titulo de anticuerpos anti-EGF en el suero de
humanos.

Un procedimiento para la obtencién de forma sanitaria de la composicién vacunal de la
reivindicacion 1 que comprende un procedimiento adecuado de conjugacion covalente del
EGF, a la proteina transportadora rP64k y la purificacion del mismo, empleando una
membrana de Ultrafiltracion para remover las especies conjugadas biolégicamente
inactivas y otras impurezas quimicas.

Un procedimiento para la obtencién de la composicion vacunal segun la reivindicacion 11,
caracterizado porque dicha reaccidon de conjugacion se inicia mezclando la proteina
hrEGF concentrada previamente (>6 mg/mL) y la proteina rP64k (=2 1 mg/mL) en el reactor
de conjugacion, a dicha mezcla proteica se le afiade la solucion PBS/MgCl, (pH 6.8-7.2) y
la solucion de conjugacion de glutaraldehido 0.5 %, finalmente, la mezcla se mantiene en
agitacion constante por 2 horas a 22°Ct 2°C de temperatura. '
Un procedimiento para la obtencion de la composicion vacunal segun la reivindicacion 12,
caracterizado porque las condiciones de conjugacion de las proteinas hrEGF y rP64k
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14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

garantizan una relacion de conjugacion de dos moléculas de hrEGF por cada molécula de
rP64k. '

Un procedimiento para la obtencion de la composicién vacunal segun la reivindicacion 11,
caracterizado porque el paso de purificacion del 'producto de la reaccion de conjugacion
covalente se realiza por el método de ultrafiltracién/diafiltracion usando una membrana que
puede estar en el rango entre 50 y 100 kDa.

Un procedimiento para la obtencién de la composicion vacunal segun la reivindicacion 14,
caracterizada porque el paso de purificacion del producto de la reaccién de conjugacion
quimica se realiza por el método de ultrafiltracién/diafiltracion usando una membrana de 50
kDa.

Un procedimiento para la obtencién de la composiciéon vacunal segun la reivindicacion 14,
caracterizado porque el paso de purificacién del producto de la reaccién de conjugacion
quimica se realiza por el método de ultrafiltracién/diafiltracion usando una membrana de
100 kDa. _

La composicién vacunal cuyo principio activo es un conjugado proteico hrEGF-rP64k,
caracterizada porque esta purificada por el método de la reivindicacion 15.

La composicidon vacunal cuyo principio activo es un conjugado proteico hrEGF-rP64k,
caracterizada porque esta purificada por el método de la reivindicacién 16.

La composicion vacunal cuyo principio activo es un conjugado proteico hrEGF-rP64k,
caracterizada porque la-concentracion final de proteina total del preparado vacunal se
ajusta en un rango entre 1 - 12 mg/mL. -

Uso de la composicién vacunal de la reivindicaciéon 17 para la fabricacién de un reactivo atii
para desencadenar una respuesta inmune contra el EGF humano.

Uso de la composicién vacunal de la reivindicacién 18 para la fabricacion de un reactivo util
para desencadenar una respuesta inmune contra el EGF humano.

Uso de fa composicion vacunal de la reivindicacion 17 para la fabricacion de un reactivo util

- en el tratamiento de tumores de origen epitelial.

23.

Uso de la composicion vacunal de la reivindicacion 18 para la fabricacién de un reactivo Gtil
en el tratamiento de tumores de origen epitelial.
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Obtencion de un preparado vacunal homogéneo para el tratamiento del cancer.

Sector Técnico: .

La presente invencion se relaciona con la biotecnologia, y mas especificamente con el campo de
la salud humana. En una representacion, la presente invencion describe vacunas protectoras y/o
terapéuticas para cancer, y particularmente proporciona composiciones vacunales que permiten el
incremento significativo de la respuesta inmunitaria contra el Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGF). Factor de Crecimiento cuya relevancia oncolégica ha sido ampliamente demostrada para el
crecimiento de tumores fundamentalmente de origen epitelial.

Técnica Anterior:

El sistema del receptor de EGF (R-EGF) y sus ligandos. constituye un complejo molecular cuya
interaccion regula de forma especifica el crecimiento celular y ha sido demostrado su impacto en
el crecimiento descontrolado de tumores de origen epitelial.

En el proceso de tumorigénesis, la desregulacion de los procesos paracrinos y autocrinos de
activacion del (R-EGF), esta dada tanto por la sobreproduccién de los factores de crecimiento
como por la sintesis elevada y/o la mutacion de sus receptores.

El EGF, es un polipéptido de 53 aminoacidos, con un peso molecular aparente de 6045 Da. Este
polipéptido fue aislado y purificado por primera vez por Cohen S., J. Biol. Chem. (1962) 237, 1.
555).

E! EGF forma parte de la familia de ligandos del R-EGF esta familia esta constituida por protemas
relacionadas estructural y funcionalmente. Los otros miembros de esta familia son: TGF,
anfiregulina (AR), criptol (CR1), factor de crecimiento enlazador de heparina, betacelulina,
epiregulina. Por otra parte la familia de los poxvirus incluye proteinas relacionadas con el EGF,
dentro de ellas la méas caracterizada es el factor de crecimiento de vaccinia virus (VGF).

Todas estas moléculas son capaces de unirse y activar ai (R-EGF), asi que son conocidas como
ligandos del mismo y juegan un rol en el crecimiento de células normales y neoplasicas en menor
0 mayor grado. . )

El R-EGF es una glicoproteina de 170 kDa aproximadamente, cuyo gen ha sido clonado y
secuenciado. El dominio intracelular de este receptor esta asociado con la actividad de proteinas
tirosinas quinasas que muestran homologia estructural con.el producto del oncogen v-erb-B, lo
que muestra una relacion con el proceso de transformacién maligna (Heldin C.H. (1984), Cell 37,
9-20.) '

Todas las evidencias acumuladas en estos afos acerca de la relacién entre el sistema EGF-R/
EGF-R ligandos y el cancer, convierten al mismo, én un blanco muy atrayente para la
inmunqterapia de cancer.
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Resultados previos han demostrado la posibilidad de realizar una inmunoterapia activa de cancer
con la vacuna basada en EGF. De hecho, se han obtenido evidencias tanto preclinicas como
clinicas acerca de la inmunogenicidad y la baja toxicidad provocada por la vacunacion con hrEGF
unido a una proteina transportadora (Gonzalez y cols.(1996), Vaccine Research 5(4), 233-243.)
EP 0 657 175 describe una composicion vacunal que contienen EGF autdlogo acoplado a una
proteina transportadora y dicho complejo inhibe el crecimiento de tumores dependientes de EGF a
través de un efecto auto inmune.

La composicion vadunal descrita en EP 0 657 175, son vacunas conjugadas que contiene EGF,
acoplado a una proteina transportadora (la proteina rP64k, la cadena B de la toxina de Cholera, la
proteina de toxoide tetanico y/o anticuerpos monoclonaies) y como consecuencia se obtiene una
mezcla heterogénea y poco reproducible de especies conjugadas.

El novedoso preparado vacunal descrito en la presente invencién comprende como principio
activo el EGF autdlogo y esta caracterizado por poseer una composicion quimica homogénea y
pureza definida, una inmunogenicidad potenciada, una actividad clinica sustancialmente
incrementada y permite disminuir sensiblemente el numero de inmunizaciones para su accion
terapéutica

La disminucion del contenido del antigeno autélogo en el preparado vacunal de la presente
invencién, sorprendentemente no disminuye, sino que provoca incrementos significativos en los
titulos de anticuerpos anti EGF en humanos. La disminucién del contenido de EGF y sus
derivados en la composicion vacunal se obtuvo a través de desarrollo de un método de
purificacion por membrana, el cual también forma parte de esta invencion

La presente invencién proporciona ademas un preparado vacunal homogéneo y reproducible que
permite incrementar el efecto clinico del mismo disminuyendo el numero de inmunizaciones, lo
que brinda una gran ventaja en la terapéutica del cancer y para el paciente, en comparacion con
composiciones vacunales previamente descritas. La composicion vacunal acorde a la presente
invencién puede ser empleada en conjuncién con adyuvantes adecuados tales como hidréxido de
aluminio o Montanide .

En otro aspecto, la presente invencion involucra un procedimiento sanitario para la obtencion del
preparado vacunal apropiado para la administracion a pacientes por via parenteral. El
procedimiento comprende un método adecuado de conjugacion covalente del hrEGF, a la proteina
tfansponadora rP64k y la purificacion del mismo empleando membrana.s de Ultrafiltraciéon en un
rango de 50-100kDa. para remover las especies conjugadas biolégicamente inactivas (carente de
actividad inmunogénica) y otras impurezas quimicas.
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Descripcion Detallada de la Invencion.

La presente invencion proporciona un novedoso preparado vacunal basado en el EGF autélogo,
caracterizado por poseer una composicion quimica homogénea y pureza definida, una
inmunogenicidad potenciada y una actividad clinica sustancialmente inérementada.
Adicionalmente la presentacion vacunal descrita en la presente invencion brinda la posibilidad de
disminuir sensiblemente el nimero de administraciones necesarias al paciente, cuando se
requiera incrementar la dosis terapéutica, por el hecho de que esta composicién vacunal se
obtjene a partir de una metodologia que permite alcanzar diferentes concentraciones por mililitros
de las especies conjugadas hrEGF-rP64k, conocido como' potencia

Este nuevo preparado vacunal se obtiene a partir del sorpresivo resultado de que la disminucion
del contenido del antigeno autélogo en la composicion vacunal a través un novedoso proceso de
purificacién, no disminuye, sino permite incrementar significativamente la respuesta inmune contra
el EGF propio en comparacion con composiciones heterogéneas empleadas como vacunas
basadas en el EGF.

El preparado vacunal obtenido a partir de la disminucién del contenido del antigeno autélogo a
través de la metodologia de purificacion por membrana de ultraﬁltraciéﬁ tiene una composicion
homogénea donde las especies inmunoldgicamente activas (especies conjugadas hrEGF-rP64k)
muestran masas molares superiores a 60kDa.. Este preparado vacunal muestra un perfil de
separacion cromatografico por exclusion molecular caracterizado porque donde las especies que
portan actividad terapéutica de este preparado vacunal, representan mas 90% del area total del
cromatograma correspondiente a la preparaciéon vacunal en su conjunto, como se muestra en la
figura 4 .

Estudios de Espectrometria de Masas realizados para profundizar en la caracterizacion estructural
del preparado vécunél, aportan el mapa de péptidos para dos lotes diferentes del preparado
vacunal; donde se aprecia gran similitud en la posicion y proporcion qe los péptidos que aparecen
(ver figura 5). La similitud entre los mapas de péptidos obtenidos a partir de ambas replicas de
preparado vacunales es un indicativo del control en ias condiciones en que ocurren los
procedimientos de conjugacion quimica y purificacion descritas también en la presente invencion.
Este estu&io permiti6 identificar la secuencia de los péptidos mayoritarios que componen el
presente preparado vacunal.(ver tabla 3)

Este preparado vacunal se caracteriza ademas por una relacion de conjugaciéh quimica entre las
proteinas hrEGF y rP64k de (1:2), esto significa que existen 2 moléculas de hrEGF conjugada por
céda molécula de rP64k '
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Metodologia para obtencion del preparado vacunal

Procedimiento dé purificacion para la disminucién del contenido de EGF autélogo.

A partir de observaciones experimentales que evidenciaron que la disminucién del contenido de
hrEGF en el preparado vacunal aumenta accién inmunogénica del mismo, se desarrolla un
método para disminuir el contenido de hrEGF en la mezcla heterogénea de conjugados;
enriqueciendo el preparado vacunal en especies conjugadas de alto peso molecular (especies
inmunolégicamente activas) y libre de glutaraldehido.

El procedimiento de purificacion empleando membranas de ultrafiltracion en un rango entre 50-
100kDa desarrollado y descrito en la presente invencién consta de dos etapas: En la etapa inicial
se realizan sucesivos cambios de solucion tampon (diafiltracion) para remover el glutaraldehido y
eliminar el exceso de proteina autéloga, ya sea libre o formando conjugados hrEGF-hrEGF de
diferentes tallas. Durante esta etapa se realizan entre 10 y 15 cambios de solucién tamp6n La
segunda etapa es la concentracion del conjugado quimico purificado, en el cual mas del 90% de
su composicion corresponde a la especie inmunogénicé hrEGF-rP64k. Durante la etapa de

concentracion el volumen inicial del conjugado quimico se reduce hasta lograr una concentr. acion
de proteinas final (especies conjugadas hrEGF-rPé4k) en un rango entre 1- 12 mg/mL. Esta
versatilidad en el rango de concentraciones del principio activo (miligramos totales de conjugados
hreEGF-rP64k por miiilitros) para dicho preparado vacunal bfinda una gran ventaja en la terapéutica
del cancer. Esto permite incrementar la dosis de tratamiehto sin que implique para el paciente un
incremento en la frecuencia de inmunizacion y/o aumentar el namero de sitios de inmunizacion.
Con el propdsito de monitorear la calidad de la purificacion del conjugado quimico se evalua el pH
y la conductividad del retenido y del permeado. Se realiza también la determinacion de la
concentracion de proteina por el método descrito por Lowry D.H. y col. J. Biol Chem 191: 495-498,
1951 y se determina el porciento de homogeneidad a partir del andlisis cromatografico bor
filtracion en gel (HPLC-FG) .

La singularidad de esta metodologia asegura que el preparado vacunal obtenido tenga una
composicién homogénea y pureza definida, caracterizada por la presencia mayoritaria de las
especies inmunolégicamente activas: especies conjugadas hrEGF-rP64k.

Sorprendentemente, la remocion del exceso de proteina autéloga (hrEGF) libre o polimérico no
provoca la reduccién, sino que permite incrementar significativamente la concentracion de
anticuerpos anti EGF (a la dilucion 1/1000), a 10 veces mas con relacion a la concentracion de
anticuerpos alcanzada al inmunizar ratones con polimefos de hrEGF y con hrEGF libre. La
reduccion del contenido de proteina autbloga en la preparacion ‘vacunal provoca en pacientes
incrementos de al menos 2 veces el maximo titulo de anticuerpos anti EGF. Este incremento del
titulo de anticuerpos se observa aun en aquellos pacientes que reciben la mitad de la dosis (2.4
mg) por inmunizacién en comparacion con pacientes que reciben (4.8 mg) por dosis de! preparado
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vacunal descrito en EP 0657 175. Estos resultados indican que el preparado vacunal, descrito en
la presente invencion tiene mayor actividad inmunogéniqa por miligramo de proteina activamente
inmunogénica, comparado con otros preparados vacunales

Obtencion del conjugado quimico entre la proteina recombinante P64k (rP64k) y el Factor
de Crecimiento Epidérmico humano recombinante (hrEGF).

A partir de la evaluacién y optimizécién de las condiciones para la reacciébn de quimica
conjugacién entre las proteinas hrEGF y rP64k se desarrolla un método de conjugaciéon quimica
que requiere de una elevada proporcion molar de la proteina autéloga, 10 moles de hrEGF por
cada mol de rP64k para garantizar una elevada eficiencia de conjugacién entre ambas durante la
conjugaciéon. El exceso necesario de proteina autéloga durante la conjugacion quimica, para
garantizar la eficiencia de la misma, se elimina seguidamente a través del método de purificacion
por membranas de ultrafiltracion descrito anteriormente, el cual permite la obtencién del preparado
vacunal con elevada homogeneidad. El procedimiento descrito en la presente invencién para
garantizar una adecuada conjugacion quimica entre ambas proteinas consta de un solo paso y se
inicia mezclando la proteina hrEGF cpncentrada previamente (>6 mg/mL) y la proteina rP64k (2 1
mg/mL) en el reactor de conjugacion. A esta mezcla proteica se le afiade posteriormente la
solucion PBS/MgCl; (pH 6.8-7.2) y la solucién de conjugacion de glutaraldehido 0.5 %. La mezcla
se mantiene en agitacién constante por 2 horas a una temperatura 22°C+ 2°C. La concentracién
final de proteina en la mezcla de reaccion para el hrEGF es 0.82 mg/mL y para la proteina rP64k
es 0.89 mg/mL. La concentracion de proteinas totales durante la reaccion de conjugacion es de 2
mg/mL y la concentracién final del glutaraldehido en la mezcla de reaccién es de 0.05 %.

La composicidn vacunal acorde a la presente invenciéon puede ser empleada en conjuncion con
adyuvantes adecuados, tales como hidréxido de aluminio o Montanide.

En otro aspecto, la presente invencion involucra un procedimiento sanitario para la obtencién del
preparado vacunal, administrado por via parenteral que minimiza las oportunidades de
contaminacién microbiana del preparado vacunal durante su obtencion, permite realizar la
metodologia de purificacion del conjugado quimico en pocas horas y facilita el incremento del
volumen del preparado vacunal a obtener entre otras ventajas. |

Los ejemplos siguientes se ofrecen para ilustrar mas detalladamente la presente invencion.

El Ejemplo 1 describe la caracterizacion molecular del preparado vacunal descrito en la presente
invencion. La caracterizacion molecular incluye: la identificacién cromatografica por HPLC-FG de
las especies conjugadas formadas durante la reaccion de conjugacion, la determinacion de la
razon de conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k y la definicion del mapa de péptidos que
caracteriza a este novedoso preparado vacunal. |

El Ejemplo 2 describe los bioensayos en ratdn realizados para evaluar la inmunogenicidad del
novedoso preparado vacunal descrito en la presente invencién.
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. El Ejefnplo 3 describe la eficacia del uso clinico del presente preparado vacunal en el tratamiento

de tumores de pulmén de origen epitelial.

El ‘Ejemplo 4 describe la obtencion de preparados vacunales ajustados a diferentes potencias
(miligramos totales de conjugado hrEGF-rP64k/vial), empleando la misma metodologia de
conjugaciéon y purificacion descrita en la presente invencion.

El Ejemplo 5 muestra la remocion del glutaraldehido empleado en la reaccién de conjugacion,
mediante la metodologia de purificacion del conjugado quimico a través de una membrana de
ultrafiltracién 50kDa. ' |

EJEMPLOS:

EJEMPLO 1: Caracterizacion molecular del preparado vacunal descrito en la presente
invencion (Preparado Vacunal A). '

1.1 Caracterizacion cromatografica del preparado vacunal descrito en la presente invencion
Para la caracterizacion cromatografica del preparado vacunal purificado por ultrafiltracién se
emplearon como indicadores conjugados homoligoméricos hrEGF-hrEGF y rP64k-rP64k. Los
perfiles cromatograficos mostrados por los conjugados homoligoméricos (hrEGF-hrEGF er64k-
rP6{4k) se compararon con el perfil cromatografico mostrado por el conjugado quimico obtenido de
la reaccion de conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k sin purificar.

En la figura 1 se muestra el perfil del conjugado homoligomeérico rP64k-rP64k y el perfil que se
obtiene al realizar la conjugacién quimica entre las proteinas hrEGF y rP64k (conjugado quimico
sin purificar por ultrafiltracién). La zona encerrada en el circulo enmarca el area donde se
encuentran las especies conjugadas hrEGF-rP64k. El perfil del conjugado rP64k-rP64k no
muestra total coincidencia con el mostrado por el del conjugado quimico entre las proteinas

.hrEGF-rP64k debido al aporte de las moléculas de hrEGF conjugadas a la rP64k.

En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos después de realizar una electroforesis
desnaturalizante en condiciones de reduccion y Western Blot del preparado vacunal purificado por
ultrafiltracion. El revelado se realizé con un anticuerpo anti EGF conjugado con fosfatasa alcalina.
El EGF es una proteina de peso molecular aparente de 6kDa por consiguiente debe localizarse en
la zona inferior del gel. Su identificaciéon mediante inmunodeteccién con anticuerpos anti-EGF en
la zona correspondiente a las proteinas de peso molecular aparente superiores a 6 kDa confirma
que existen moléculas de hrEGF unidas a la rP64k en la zona del gel correspondiente a las
especies conjugadas hrEGF-rP64k.

Cuando se compara el perfil del conjugado quimico hrEGF-rP64 sin purificar y el perfil obtenido
para el conjugado homoligomérico hrEGF-hfEGF se . puede apreciar que existe una

correspondencia entre ambos perfiles. Esta evidencia confirma que después del valle se

encuentra la zona que corresponde a las especies de hrEGF conjugadas entre si (polimeros' de
hrEGF) y de moléculas de hrEGF libre (Figura 3).
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El perfil cromatografico por exclusién molecular (ver figura 4) del preparado vacunal objeto de la
presente invencidn muestra que el area correspondiente a las especies conjugadas hrEGF-rP64k

"constituyen mas del 90% de area total del cromatograma‘(zona sombrada) evidenciando la

elevada homogeneidad de la composicion vacunal descrita.

1.2 Detgrminacién de la razén de conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k en el
preparado vacunal descrito en la presente invencion. '
Con el objetivo de determinar la razoén de conjugacion en que se encuentran el hrEGF y la rP64k
en el preparado vacunal se determinaron los moles presentes de cada una de sus proteinas
constituyentes. Para esto se tom6 un preparado vacunal obtenido a partir de un proceso de
purificacion con membrana de ultrafiltracion 50 kDa y se colectd la fraccién cromatografica
correspondiente a las especies conjugadas hrEGF-rP64k. Estas fracciones fueron sometidas a
andlisis de aminoacidos. _

La determinacion de la razén de conjugacién se realizd por 2 métodos.

1. Un método se basé en la estimacién de la cantidad de Fenilalanina (Phe) y Treonina (Thr)
en el preparado vacunal (aminoacidos solo presentes en la molécula de rP64k). Las cantidades de
estos aminoacidos se usaron para determinar la cantidad de rP64k. A partir de esta Ultima, y
teniendo en cuenta la cantidad total de aminoacidos de la mezcla, se determiné la cantidad de
EGF.

2. El otro método se basé en la determinacion directa de las cantidades relativas de cada
proteina, utilizando la secuencia de aminoacidos y basado en la cuantificacion de los aminoacidos
Asparagina+Aspartico (Asx), Glutamina + Glutamico (Glx), Glicina (Gly) y Alanina (Ala) (residuos
altamente estables a la hidrélisis acida y que comiunmente se usan en la cuantificacién de
proteinas).

Los resultados obtenidos por cada método se muestran a continuacién en las tablas 1y 2.

Cantidad media Cantidad media | Razén media de
de rP64k de hrEGF ~ conjugacién
12,07 nmoles 23,13 nmoles 1,92 : -

Tabla 1: Determinacién de la razén de conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k realizando la
determinacién de composicion aminoacidica del preparado vacunal purificado por ultrafiltracion, baséndose
en el método de determinacion de la cantidad de Fenilalanina (Phe) y Treonina (Thr)

Proteina Cantidad de proteina Razoén de conjugacion
rP64k 12,04 nmoles
2,00
hrEGF 24,05 nmoles
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Tabla 2: Determinacién de ia razon de conjugacion entre las proteinas hrEGF y rP64k realizando la
determinacion dé composicion aminoacidica del preparado vacunal purificado por ultrafiltracion, basandose
en el método de determinacion de las cantidades relativas de los aminoacidos Asparagina+Aspartico (Asx),
Glutamina + Glutamico (Glx), Glicina (Gly) y Alanina (Ala )

Los resultados obtenidos por ambos métodos muestran correspondencia en la estimacion de la
razon de conjugacion entre las proteinas hrEGF:rP64k para el preparado vacunal descrito en la
presente invencion. La razén de conjugacion calculada fue de (1:2), esto significa 2 moléculas de
hrEGF por cada molécula de rP64k

1.3. Definicion del mapa de péptidos que caracteriza al preparado vacunal descrito en la
presente invencién. |

Con el objetivo de caracterizar estructuralmente el preparado vacunal que se presenta en la
presente invencion y evidenciar la reproducibilidad en la obtencién del mismo se desarrollé y
caracterizd el mapa de péptidos obtenido tras la digestion de las fracciones conjugadas hrEGF-
rP64k con la endoproteasa Glu-C. Cada una de las fracciones del mapa obtenido fue identificada y
secuenciada por Espectrometria de Masas

La figura 5 muestra los mapas de péptidos obtenidos é partir de dos preparado vacunales
obtenidos independientemente, donde se aprecia gran similitud en los péptidos que aparecen y la
proporcién existente de cada uno de ellos. La réproducibilidad entre los mapas de péptidos
obtenidos a partir de ambos preparado vacunales es un indicativo del control que existe sobre las
condiciones en la que ocurren los procedimientos de conjugacién quimica y purificacién descritas
también en la presente invencion.

La identificacion de los péptidos contenidos en cada fraccién del mapa se obtuvo por analisis de
cada una de ellas por el método MALDI (siglas en Ingles de Matrix assisted Laser
desorption_ionization/ lonizacién_desorcion de matriz asistida por Laser) y por el método ESI-MS
(siglas en ingles de Electrospray lonization/ Electronebulizacién por ionizacion). En la tabla 3 se
muestra la secuencia de los péptidos mayoritarios.

Pico Péptidos
HGO05 LDID
QAAPTGE
HGO06 SIGMAAE
AEGTAAAPKAE
HGO08 AEGTAAAPKAE
HGO0S KISE
SIGMAAE
HG11 AAAAPAQEAPKAA
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Pico Péptidos
' GANAPKEPQRYD
HG12 SIGMAAE
HG14 VKVKVGDKISE
HG15 VAWVGE
HG16 VAWVGETE
VSLTAGDAYE
HG17 VCLAIE |
HG18 VRHLAANGIKYPEPE
HG19 AAAAPAQEAPKAAAPAPQAAQFG
VRHLAANGIKYPEPE
HG20 LKVPDIGGHE
RVIPGVAYTSPE
TGRIIGGGIVGPN
VRHLAANGIKYPEPE
HG21 KAGVAVTDRGFIE
| LIFDAE
GGPGGYSAAFAAADE
HG22 ARVIPGVAYTSPE
GLKVAIVE
AAAAPAQEAPKAAAPAPQAAQFGGSADAEY
HG23 5
MGCDAADIGKTIHPHPTLGE
| PKEPQRYDAVLVAAGR
HG24 | NVDIIAVE
YDVWLG |
HG25 AVLVAAGRAPNGKLISAE
MGCDAADIGKTIHPHPTLGE
TGRIIGGGIVGPNGGDMIGE
HG26 TGRIGGGIVGPNGGDMIGE
VRHLAANGIKYPEPELD
HG27 TGRIIGGGIVGPNGGDMIGE -
RCQYRDLKWWE
HG28 GGLIVVVE
HG29 GGLIVVVE

Y9
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. Péptidos
Pico

TGRIIGGGIVGPNGGDMIGE
YRFDNIMVNTKTVAVEPKED

HG30 AIGDIVGQPMLAHKAVHE
AIGDIVGQPMLAHKAVHE

HG31 ALDKYACNCVVGYIGE
ALDKYACNCVVGYIGE

HG32 ARVIPGVAYTSPE

LDIDMLRAY

MDVPAEVAGVVKE

HG33 TGRIIGGGIVGPNGGDMIGE
ALDKYACNCVVGYIGE
GYCLHDGVCMYIE

RCQYRDLKWWE

HG34 NCAGHKAYFDARVIPGVAYTSPE

HG35 = | GANAPKEPQRYDAVLVAAGRAPNGKLISAE
HG36 | GANAPKEPQRYDAVLVAAGRAPNGKLISAE
NCAGHKAYFDARVIPGVAYTSPE
VIDEVRHLAANGIKYPE

HG37 MGTVYSTLGSRLDVVE

HG38 IIGGGIIGLE

MDVPAEVAGVVKEVK
NSDSECPLSHDGYCLHDGVCMYIE

HG39 VVWLGGGPGGYSAAFAAADE

HG40 MGTVYSTLGSRLDVVE

HG41 LKVPDIGGHENVDIIAVE

HG42 RCQYRDLKWWEL

HG43 VDKQMRTNVPHIYAIGDIVGQPMLAHKAVHE
' " | ASGRAIANGCDNGFTKLIFDAE

HG44 VDKQMRTNVPHIYAIGDIVGQPMLAHKAVHE
HG47 YRFDNIMVNTKTVAVEPKEDGVYVTFE
AIANGCDNGFTKLIFDAE

HG48 RYKTLGGVCLNVGCIPSKALLHNAAVIDE
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. Péptidos
Pico

HG49 VNVGDTIAVDDTLITLD

| RYKTLGGVCLNVGCIPSKALLHNAAVIDE
YRFDNIMVNTKTVAVEPKEDGVYVTFE
IVGQPMLAHKAVHEGHVAAENCAGHKAYFD
NGFTKLIFDAETGRIIGGGIVGPNGGDMIGE
HG50 | TGRIGGGIVGPNGGDMIGEVCLAIEMGCD
HG51 RCQYRDLKWWEL |

Tabla 3. Composicion aminoacidica de los péptidos mayoritarios obtenidos tras la digestion de las

fracciones conjugadas EGF-P64k con la endoproteasa Glu-C. La composicién aminoacidica se determin6
por MALD! y ESI-MS.

EJEMPLO 2.

inmunogenicidad del preparado vacunal descrito en la presente invencion.

En este ejemplo se describe el ensayo de actividad bioldgica realizado para evaluar la
inmunogenicidad del preparado vacunal descrito anteriormente (Preparado Vacunal A)
comparativamente con un preparado vacunal descrito en EP 0657 175. nombrado (Preparado
Vacunal B)

Para el ensayo se realiz6 la inoculacion de 10 ratones con una Gnica dosis de 20b ML de una
emulsién agua en aceite (50/50 % v/v) de los inmunégenos (preparado vacunal convencional
obtenido por diélisis, preparado vacunal obtenido por purificacion con membrana de ultrafiltracion
y el permeado obtenido del proceso de purificacién por UF/DF, donde se encuentran las especies
conjugadas hrEGF-hrEGF) con el adyuvante Montanide ISA 51. La dosis de proteina aplicada
para cada inmunogeno se refiere en la tabla 4.

A los 14 dias siguientes a la inoculacion se realizo la extraccion del suero de los animales y la
evaluacion del titulo de anticuerpos anti-EGF mediante un ELISA. El criterio de positividad de
ensayo fue que la densidad Optica medida a 405 nm fuera mas de dos veces la media obtenida
para el blanco de placa. E! blanco de placa se obtiene cuando se adiciona- al pocillo tampon de
bloqueo en lugar de muestra de suero anti-EGF. La prueba de Mann-Whitney aplicada al anélisis
de los datos, se realiz6 utilizando un programa estadistico.
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Inmunégenos - | Concentracion de

proteinas (Lowry)

Preparado Vacunal A 1.5 mg/mL
Preparado Vacunal B 1.5 mg/mL
Conjugados poliméricos de hrEGF y hrEGF libre) obtenido | 0.6 mg/mL

de la purificacion por UF/DF del Preparado Vacunal A

Tabla 4: Inmuno6genos evaluados y la concentraciéon de proteinas a ser inoculado por animal segun
corresponda para el ensayo de actividad bioldgica.

En la figura 6 se muestran los resultados del ensayo de actividad biolégica como evidencia de la
actividad inmunogénica de cada inmundgeno evaluado. .Los componentes del inmunégenc
correspondientes a los conjugados poliméricos de hrEGF y hrEGF libre), no muestran actividad
biolégica relevante, pues su respuesta esta al nivel del criterio de positividad del ensayo o inferior.
Estos resultados verifican la hipotesis de que el EGF por si mismo no induce respuesta
inmunogénica

El analisis estadistico de todos los resultados al aplicar el test de” Mann-Whitney Test" (ver tabla
5) mostrd diferencias altamente significativas para los titulos de anticuerpo anti EGF 1/1000 con
p=0.0004 y para el titulo 1/100 con p=0.0006 del grupo de animales inoculados con el Preparado
Vacunal A con réspecto a los titulos alcanzados para el grupo de animales inoculados con el
Preparado Vacunal B. Esto indica‘que el Preparado Vacunal A, purificado mediante membrana de
ultrafiltracién tiene mayor actividad inmunogénica por miligramo de proteina que el Preparado
Vacunal B, obtenido por el método de purificacién basado en membrana de dialisis.

El Preparado Vacunal A produce un incremento de la concentracion de anticuerpos anti EGF (a Ia
dilucion 1/1000) 10 veces mayor con relacion al alcanzado al inmunizar con el conjugado
correspondiente a los polimeros de hrEGF y hrEGF" libre. Con relacién al preparado vacunal
descrito previamente en EP 0657175 el preparado vacunal descrito en la presente invencién
produjo un incremento 2 veces mayor de la concentracion de anticuerpos anti EGF

12
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Andlisis estadistico de Titulos de anticuerpo anti EGF (1/1000) en suero de
ratén

Mann-Whitney Test and Cl: G1 1/1000; G3 1/1000

N Median
Gl (Preparado Vacunal B) ) 1/1000 20 0,4300
G3 (Preparado vacunal A) 1/1000 20 0,7120

Point estimate for ETAl-ETA2 is -0,3115

95,0 Percent CI for ETAl-ETA2 is (-0,4500;-0,1790)

W= 278,0

Test of ETAl = ETA2 vs ETAl not = ETA2 is significant at 0,0004
The test is significant at 0,0004 (adjusted for ties)

Analisis estadistico de Titulos de anticuerpo anti EGF (1/100) en suero de
ratdén

Mann-Whitney Test and Ci: G1 1/100; G3 1/100

N Median
Gl (Preparado vacunal convencional) 1/100 .20 11,0785
G3 (Preparado vacunal por ultrafiltracién) 1/100 ,20 1,3040

Point estimate for ETAl-ETA2 is -0,2590

95,0 Percent CI for ETAl-ETA2 is (-0,4389;-0,1149)

W = 282,5 ;

Test of ETAl = ETA2 vs ETAl not = ETA2 is significant at 0,0006
The test is significant at 0,0006 (adjusted for ties)

Tabla 5: Reporte estadistico de Test de Mann-Whitney empleado para evaluar la inmunogenicidad de
ambos preparados vacunales a través del titulo de anticuerpo antiEGF en el suero de ratones.

EJEMPLO 3. :

Evaluaciéon de la eficacia del uso clinico del preparado vacunal descrito en la presente
invencion en el tratamiento de tumores de pulmén de origen epitelial.

El objetivo de este ejemplo es evaluar en pacientes la inmunogenicidad producida por el
Preparado Vacunal A en comparacion con la inmunogenicidad lograda por el Preparado Vacunal
B obtenido por el método de purificacion por dialisis

En este estudio se trataron pacientes portadores de tumores de pulmén de células no pequenas
en estadios avanzado. Se definieron para el estudio 2 grupos de pacientes (pacientes vacunados
con el Preparado Vacunal B y pacientes vacunados con el Preparado Vacunal A, descrito en la
presente invencion. La dosis de preparado vacunal aplicada por paciente para cada grupo fue la
siguiente: los pacientes vacunados con el Preparado Vacunal B recibieron 1.2 mg de proteina total
por sitio de inmunizacién, los pacientes vacunados con el Preparado Vacunal A recibieron 0.6 mg
de proteinas totales por sitio de inmunizacion. Para ambos grupos los sitios de inmunizacién
fueron 4. Todos los pacientes recibieron terapia oncoespecifica, al menos 4 semanas antes de
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iniciar el ensayo. Las inmunizaciones se realizaron por via intramuscular, y se continuaron
sucediendo 1 vez de manefa mensual. .

La respuesta inmune humoral de ambos grupos de pacientes se evalu6 a través de la obtencién
del suero sanguineo. La variable de valoracion fundamental de los resultados fue el titulo de
anticuefpo especifico contra el EGF. Este parametro se determiné por medio de un sistema
ELISA. Los valores positivos fueron aquellas lecturas de densidad optica que estuvieron 2 veces
por encima del valor del control negativo. El titulo de anticuerpo reportado significa la mayor
dilucion de los sueros positivos.

El analisis de la respuesta inmune para los pacientes integrantes de cada grupo representado en
la tabla 6 demostré que la media geométrica del titulo de.anticuérpos maximo para el grupo de
paciente' inmunizados con el Preparado Vacunal A corresponde a 1:56421, mientras que para el
grupo de pacientes inmunizados con el Preparado Vacunal B la media geométrica del titulo de
anticuerpo maximo fue de 1:23515. Esto significa que el preparado vacuna! descrito en la presente
invencién produjo un incremento 2 veces mayor de la media geométrica del titulo de anticuerpos
anti EGF maximo con relacién al alcanzado con el preparado vacunal B.

Historicamente los pacientes no inmunizados muestran un titulo anti-EGF autélogo de 1:500. Por
lo tanto el preparado vacunal descrito en la presente invencion (Preparado Vacunal A) provoca un
incremento de al menos 100 veces el titulo de anticuerpos anti-EGF en sujetos inmunizados

Total de Pacientes | Media Geometrica
Tabla 6.
Preparado Vacunal A 11 56421
N : Resultado
Preparado Vacunal B 9 23515 del

andlisis de la media geométrica de la inmunogenicidad de ambos preparados vacunales medido a través del
titulo de anticuerpos anti-EGF en el suero de los pacientes.

Es importante remarcar que el grupo de pacientes inmunizados con el Preparado Vacunal A,
descrito en la presente invencidon, mostraron una media geométrica superior del titulo dé
anticuerpo anti-EGF recibiendo la mitad de la cantidad de proteinas totales por inmunizacién (2.4
mg) que la recibida por el grupo de pacientes inmunizados con el Preparado Vacunal B, que
correspondié con 4,8mg de proteinas totales, lo que constituye un resultado sorprendente.

Estos resultados evidencian que el exceso de proteina autdloga hrEGF, ya sea en forma de
polimeros o de forma libre, no aporta mas inmunogenicidad al preparado vacunal, sino diluye la
accion inmunogénica del conjugado quimico hrEGF-rP64k.

14
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EJEMPLO 4: _
Obtencion del preparado vacunal descrito en la presente invencion ajustado a diferentes
potencias {(concentraciéon de proteinas totales por vial).

Con el proposito de demostrar la capacidad de obtener preparados vacunales con diferentes
potencias (concentraciones de proteinas totales por vial) se realiz6 la metodologia de purificacién
como se describe en los a continuacion:

Ensayo 1: Al concluir la diafiltracion se concentrd el conjugado quimico punf icado hasta-una
concentracion final de proteinas de 2 mg/mL.

Ensayo 2: Al concluir la diafiltracion se concentré el conjugado quimico purificado hasta una

_concentracion final de proteinas de 5 mg/mL.

Ensayo 3: Al concluir la diafiltracion se concentré el conjugado quimico purificado hasta una
concentracion final de proteinas de 12 mg/mL.

En todos los ensayos el volumen total de conjugado quimico empleado fue 1500 mL, se opero a
una presion transmembrana de 1,5 bar y se realizaron 7 cambios de solucién tampén durante la
diafiltracion. Para la realizacion de esta evaluacion se establecieron dos criterios de seleccion: El
primero fue alcanzar un porciento homogeneidad del preparado vacunal > 80%. El segundo
criterio fue la no presencia de precipitados de proteinas durante la operacién de purificacion.

Los resultados presentados 'en la tabla 7 muestran la obtencién de preparados vacunales
ajustados a diferentes concentraciones de proteinas por mililitro, garantizando elevados niveles de
homogeneidad (90.92 %,96.79 % vy, 95.50 % de especies conjugadas hrEGF- rP64k ) y sin
producir precipitacion de proteinas en los mismos.

Concentracion Proteina Porciento de homogeneidad
del preparado vacunal

2 mg/mL 92 00%

5 mg/mL 96.79 %
12 mg/mL _ 95.50 %

‘Tabla 7: Valores correspondientes al porciento de homogeneidad en los preparados vacunales ajustados a

diferentes concentraciones finales de proteinas,

EJEMPLO 5:

Remocion de glutaraldehido en el preparado vacunal descrito en la presente inversion.
Para evaluar la remocién del agente conjugante (glutaraldehido) se cuantificd el contenido de
glutaraldehido residual en el Preparado Vacunal B y en el Preparado Vacunal A, mediante un
método de separacion cromatografica por fase reversa (HPLC-RP) empleando una columna C-8.
Este método requirié primeramente, la precipitacion de la proteina contenida en las muestras con
4cido perclorico y después una reaccion con fenilhidracina.
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La figura 7 muestra que el contenido residual de esta impureza presente en ambos preparados
vacunales fue menor, de 0.2 ug/mL o menor de 0.002 ppm, (concentracion limite superior
establecida para esta impureza) partiendo de una concentracion inicial de 530 mg/mL 6 530 ppm.
Aun cuando ambos preparados cumplen con la especificacion establecida para esta impureza, la
figura 7 ilustra que el preparado vacunal A obtenido de aplicar el método de purificacion del
conjugado quimico por membranas de Ultrafiltracién, posee un contenido inferior de
glutaraldehido, lo que le aporta gran seguridad para el paciente a dicho preparado vacunal

Breve Descripcion de las Figuras.
Figura 1. Se muestra la superposicion del cromatograma de un conjugado homoligomerico rP64k-

rP64k y del cromatograma de un conjugado quimico EGF-P64k sin purificar. Encerrado en el
circulo se muestra la coincidencia de los perfiles entre ambos cromatogramas. El eje X presenta el
tiempo al cual eluye cada componente de la muestra y el eje Y répresenta el valor de intensidad a
216 nm de cada componente de la muestra, como indicador de la concentracién de proteina en la
misma.

Figura 2. Inmunodeteccién con un anticuerpo anti EGF conjugado con fosfatasa alcalina posterior
a la separacion electroforética en SDS- PAGE para preparado vacunal obtenido por ultrafiltracion.
Linea 1: Marcador de peso molecular, Linea 2 Preparado vacunal

Figura 3. Se muestra la superposicion del cromatograma correspondiente al conjugado
homoligomérico hrEGF-hrEGF y del cromatograma de un conjugado quimico hrEGF-rP64k sin
purificar. Encerrado en el circulo se muestra la coincidencia de especies entre ambos
cromatogramas. . El eje X presenta el tiempo al cual eluye cada componente de la muestra y el
eje Y representa el valor de intensidad a 216 nm de cada componente en la muestra, como
indicador de la concentracion de proteina en la misma. '

Figura 4. Perfil cromatografico correspondiente al preparado vacunal descrito en la presente
invencion. El area sombreada se corresponde con las especies conjugadas hrEGF-rP64k. El eje X
presenta el tiempo al cual eluye cada fraccion y el eje Y representa el valor de intensidad a 216
nm de cada componente en la muestra, como indicador de la concentracion de proteina en la
misma. '

Figura 5. Mapa peptidico de la fraccion cromatografica qofrespondiente al conjugado hrEGF-
rP64k. Se presentan los resultados obtenidos para dos preparado vacunales purificados
ihdependientemente a través de una membrana de ultrafiltracion. El eje de las X representa ei
tiempo y el eje de las Y representa las unidades de mili intensidad.

Figura 6: Titulos de anticuerpos anti EGF en ratones inmunizados con varios lnmunégenos
preparado vacunal convencional, preparado vacunal purifi gado por ultrafiltracion y el permeado
procedente del método de purificacion por ultrafiltracion del preparado vacunal El eje X
corresponde a las diluciones realizadas al suero obtenido de cada animal y el eje Y representa el
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valor de densidad optica a 405 nm de cada muestra como indicador de la concentracion de
proteina en la misma.

Figura 7: Perfil cromatografico por HPLC-RP obtenido durante la cuantificacion de! contenido de
glutaraldehido residual para el preparado vacunal obtenido a partir del método de purificacion por
empleando las membranas de ultrafiltracién 50kDa (Preparado Vacunal A) y para el preparado
vacunal obtenido empleando el método de purificacion por membrana de dialisis (Preparado
Vacunal B). '

17

57



@

15

20

25

30 .

35

40

WO 2009/003425 | PCT/CU2008/000005

10.

1.

12,

13.

REIVINDICACIONES

. Una composiciéon vacunal cuyo principio activo comprende un conjugado proteico hrEGF-

rP64k, caracterizada porque cada molécula de la proteina rP64K tiene enlazada dos
moléculas de hrEGF

Una composicion vacunal segin reivindicacion 1 caracterizada porque el conjugado
proteico hrEGF-rP64k esta en una proporcion de 12.04 nmoles de proteina rP64k
por 24.05 nmoles de hrEGF. |

Una composicion vacunal segin reivindicacion 1 caracterizada porque es una mezcia
homogénea de hrEGF-rP64k libre de especies moleculares como polimeros de hrEGF o
hrEGF libre. .

La composicién vacunal seglin reivindicacion 1 caracterizada porque la mezcla
homogénea de hrEGF-rP64k esta libre de glutaraldehido.

La composicién vacunal segun reivindicacién 1, caracterizada porque adncnonalmente
contiene un adyuvante apropiado, seleccionado del grupo que comprende hidroxido de
aluminio o Montanide. : '

La composicion vacunal segln reivindicacion 5, caracterizada porque contiene como
adyuvante Montanide. '

La composicion vacunal segln reivindicacion 5, caracterizada porque contiene como
adyuvante hidroxido de aluminio. '

La composicion vacunal segun reivindicaciones 1 caracterizada porque induce un
incremento de al menos 10 veces el titulo de anticuerpos anti-EGF en el suero mamiferos
inmunizados.

La composicion vacunal segun reivindicaciones '{ caracterizada porque induce un
incremento de al menos 10 veces el titulo de anticuerpos anti-EGF en el suero de
humanos. | ‘

La composicion vacunal segln reivindicaciones 1 caracterizada porque induce un
incremento de al menos 100 veces el titulo de anticuerpos anti-EGF en el suero de
humanos.

Un procedimiento para la obtencién de forma sanitaria de la composicion vacunal de la
reivindicacion 1 que comprende un procedimiento adecuado de conjugacion covalente del
EGF, a la proteina transportadora rP64k y la purificacion del mismo, empleando una
membrana de Ultrafiltracion para remover las especies conjugadas bioldgicamente
inactivas y ofras impurezas quimicas. '

Un procedimiento para la obtencién de la composicion vacunal segun la reivindicacion 11,
caracterizado porque dicha reaccion de conjugacion se inicia mezclando la proteina
hrEGF concentrada previamente (>6 mg/mL) y la proteina rP64k (= 1 mg/mL) en el reactor
de conjugacion, a dicha mezcla proteica se le afiade la solucion PBS/MgCl, (pH 6.8-7.2) y
la solucién de conjugacion de glutaraldehido 0.5 %, finalmente, la mezcla se mantiene en
agitacion constante por 2 horas a 22°Ct 2°C de temperatura. '
Un procedimiento para la obtencion de la composicion vacunal segln la reivindicacion 12,
caracterizado porque las condiciones de conjugacion de las proteinas hrEGF y rP64k
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garantizan una relacion de conjugacion de dos moléculas de hrEGF por cada molécula de
rP64k. '

14. Un procedimiento para la obtencion de la composicién vacunal segun la reivindicacion 11,
caracterizado porque el paso de purificacioén del producto de la reaccion de conjugacion
covalente se realiza por el método de ultrafiltracion/diafiltracion usando una membrana que
puede estar en el rango entre 50 y 100 kDa. '

15. Un procedimiento para la obtencién de la composicién vacunal segun la reivindicacion 14,
caracterizada porque el paso de purificacion del producto de la reaccion de conjugacion
quimica se realiza por el método de ultrafiltracion/diafiltracion usando una membrana de 50
kDa.

16. Un procedimiento para la obtencion de la composicién vacunal segin la reivindicacion 14,
caracterizado porque el paso de purificacion del producto de la reaccion de conjugacion
quimica se realiza por el método de ultrafiltracién/diafiltracién usando una membrana de
100 kDa.

17. La composicion vacunal cuyo principio activo es un conjugado proteico hrEGF-rP64k,
caracterizada porque esta purificada por el método de la reivindicacion 15.

18. La composicién vacunal cuyo principio activo es un conjugado proteico hrEGF-rP64k,
caracterizada porque esta purificada por el método de la reivindicacion 16.

19. La composicion vacunal cuyo principio activo es un conjugado proteico hrEGF-rP64Kk,
caracterizada porque la-concentracion final de proteina total del preparado vacunal se
ajusta en un rango entre 1 - 12 mg/mL. -

20. Uso de la composicion vacunal de la reivindicacion 17 para la fabricacién de un reactivo utii
para desencadenar una respuesta inmune contra el EGF humano.

21. Uso de la composicién vacunal de la reivindicacion 18 para la fabricacion de un reactivo Gtil
para desencadenar una respuesta inmune contra el EGF humano.

22. Uso de la composicién vacunal de la reivindicacion 17 para la fabricacién de un reactivo dtil
en el tratamiento de tumores de origen epitelial.

23. Uso de la composicion vacunal de la reivindicacion 18 para la fabricacién de un reactivo util
en el tratamiento de tumores de origen epitelial.
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{21) N° de solicitud:

22) Fecha de solicitud:

(71)Solicitante(s)

(51) Int. CI:;

CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR

(30) Prioridad (31} N°Prioridad  32) Fecha (33) Pais :
1542007 29/06/2007 CU | (72) Inventor(es) =~ GRYSELL MARIA RODRIGUEZ MARTINEZ
' LISEL VINA RODRIGUEZ
LOANY CALVO GONZALEZ
Y OTROS
(74) Apoderado.  MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO
(85) Fecha limite inicio fase nacional: (87)  Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 08/01/2009
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 26/06/2008 N° publicacion: WO 2009/003425 A1
N° de solicitud PCTICU2008/000005
(54) Titulo:  OBTENCION DE UN PREPARADO VACUNAL HOMOGENEO PARA EL TRATAMIENTO DE CANCER
Reivindicacion(es): :
1. Una composicion vacunal cuyo principio activo 12 Un procedimiento para la obtencion de la

comprende un conjugado proteico hrEGFrP64k, caracterizada
porque cada molécula de la proteina rP64K tiene enlazada
dos moléculas de hrEGF

2 Una composicion vacunal segun reivindicacion
1 caracterizada porque el conjugado proteico hrEGF-
rP64k estd en una proporcion de 12.04 nmoles de
proteina rP64k por 24.05 nmoles de hrEGF.

3. Una composicion vacunal segun reivindicacion 1
caracterizada porque es una mezcla homogénea de hrEGF-
P64k libre de especies moleculares como polimeros de
hrEGF o hrEGF libre.

4, La composicion vacunal segln reivindicacion 1
caracterizada porque la mezcla homogénea de hrEGF-rP64k
esta libre de glutaraldehido.

5. La composicion vacunal segin reivindicacion 1,
caracterizada porque adicionaimente contiene un adyuvante
apropiado, seleccionado del grupo que comprende hidroxido
de aluminio o Montanide,

6. La composicion vacunal segin reivindicacién 5,
caracterizada porque contiene como adyuvante Montanide.
7. La composicion vacunal segun reivindicacion 5,

caracterizada porque contiene como adyuvante hidroxido de
aluminio.

8. La composicion vacunal segun reivindicaciones 1
caracterizada porque induce un incremento de al menos 10
veces el titulo de anticuerpos anti-EGF en el suero mamiferos
inmunizados.

9. La composicion vacunal segin reivindicaciones 1
caracterizada porque induce un incremento de al menos 10
veces ¢l titulo de anticuerpos anti-EGF en el suero de
humanos.

10. La composicion vacunal segun reivindicaciones 1
caracterizada porque induce un incremento de al menos 100
veces el fitulo de anticuerpos anti-EGF en el suero de
humanos.

1. Un procedimienio para la obtencion de forma
sanitaria de la composicion vacunal de la reivindicacion 1 que
comprende un procedimiento adecuado de conjugacion covalente del
EGF, a la proteina transportadora rP64k y la purificacion del
mismo, empleando una membrana de Ultrafiltracion para
remover las especies conjugadas bioldgicamente inactivas
y ofras impurezas quimicas.

composicion vacunal segun la reivindicacion 11, caracterizado
porque dicha reaccion de conjugacion se inicia mezclando la
proteina hrEGF concentrada previamente (>6 mg/mL) y la
proteina rP64k (>_ 1 mgimL) en el reactor de conjugacion, a
dicha mezcla proteica se le afiade la solucion PBS/MgClz
(pH 6.8-7.2) y la solucién de conjugacion de glutaraldehido
0.5 %, finaimente, la mezcla se mantiene en agitacion constante
por 2 horas a 22°Ct 2°C de temperatura.

13. Un procedimiento para la obtencion de |la
composicién vacunal segun la reivindicacion 12, caracterizado
porque las condiciones de conjugacion de las proteinas hrEGF
y rP64k garantizan una refacion de conjugaciéon de dos
moléculas de hrEGF por cada molécula,de rP64k.

14, Un procedimiento para la obtencion de la
composicion vacunal segun la reivindicacién 11, caracterizado
porque el paso de purificacion del producto de la reaccion
de conjugacion covalente se realiza por el método de
ultrafilracion/diafiracion usando una membrana que puede estar en
el rango entre 50 y 100 kDa.

15. Un procedimiento para la obtencion de la
composicion vacunal segun la reivindicacion 14, caracterizada
porque el paso de purificacion del producto de la reaccion
de conjugacién quimica se realiza por el método de
ultrafiltracion/diafilfracion usando una membrana de 50 kDa.

16. Un procedimiento para la obtencion de |la
composicion vacunal segun la reivindicacion 14, caracterizado
porque el paso de purificacién del producto de la reaccion
de conjugacion quimica se realiza por el método de
ultrafiltracion/diafiltracion usando una membrana de 100
kDa.

17. La composicion vacunal cuyo principio activo es un
conjugado proteico hrEGF-rP64k, caracterizada porque esta
purificada por el método de la reivindicacion 15.

18. La composicién vacunal cuyo principio activo es un
conjugado proteico hrEGF-rP64k, caracterizada porque esta
purificada por el método de fa reivindicacion 16.

19. La composicion vacunal cuyo principio activo es un
conjugado proteico hrEGF-rP64k, caracterizada porque la -
concentracion final de proteina total del preparado vacunal se
ajusta en un rango entre 1 - 12 mg/mL.
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Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa

(de ser el caso formato de descuento)

Incompleta :]

DISENO INDUSTRIAL

(Art. 119 DeL

1]

isién 486/00)

Ipin

Indicacién que se solicita disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del material que incorpora

el disefio
Comprobante de pago de las tasas establecidas

L]

Completa

“ Incompleta |:]

ESQUEMA DE TRAZADO

L]

i

(Art. 92 Deciiién 486/00)

UL

Indicacién que se solicita un esquema de trazadol
Datos de identificacion del solicitante o de la pers
Representacion grafica de un esquema de trazad
Comprobante de pago de las tasas establecidas

L1

Completa

O

na que presenta la solicitud

. Incompleta [:I




BIGERTENAR)
Pttty

Bogota,
2020

Doctor (a)

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO
bpoderado(a) y/o Representante de
CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR

REFERENCIA Radicacién No.
Solicitud internacional
Fecha inicio fase nacional
Tramite
Evento
Actuacidn
Oficio No.
Como resultado del examen de forma, realizado
la Decisién 486 de la Comisgidn de la Comunidad
Cooperacidén en Materia de Patentes (PCT), reg

Unica de la Superintendencia de Industria y Come

1. El solicitante debe presentar un nuevo titulg
de la cual trata la solicitud, ya que el titulg
precisién necesaria para identificar clarame
patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Circul

2. La solicitud no contiene 1la copia del dg
derecho a 1la patente del inventor al solicit
establecido por el articulo 26 literal k) de 1
Comunidad Andina. Cuando se trate. de documenta
deberan legalizarse de conformidad con lo dispue

Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se tru
referencia 1la Regla 4.17 1i) del Tratado ds
PCT., el alcance de 1las tales declaracione
claramente una cesidn de derechos del invent
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.

la Circular Unica de Superintendencia de Industxn

En cumplimiento de 1lo dispuesto
requiere para que dentro del
notificacidén del presente oficio, complete los 1
En caso de no dar cumplimiento al present
considerard abandonada y perderd su prelacidn.

por el ar
término de d

Notifiquese el presente oficio conforme a lo d
e), del capitulo quinto del titulo primero de 14

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

9 145155
PCT/CU2008/00005
29/01/2010

11

378

430
2146

con fundamento en el articulo 38 de
1 Andina, articulo 27 del Tratado de
1la 51 bis del Reglamento y Circular
rcio, se le comunica que:

que permita identificar la materia
relacionado no se encuentra con la
nte el objeto de la solicitud de
ar Gnica 5.2.9)

cumento en que consta la cesién del
ante o a su causante, conforme a lo
a Decisidn 486 de la Comisidén de la
s otorgados en el extranjero, estos
sto:por los articulos 259 y 260 del
ate de las declaraciones a que hace
Cooperacidén en Materia de Patentes
s se determinard segln indiquen
or al solicitante o su causante, de
15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
ia y Comercio.

ticulo 39 de la Decisidén 486, se le
os meses siguientes a la fecha de
equisitos anteriormente enunciados.
e requerimiento, la solicitud se

ispuesto en el numeral 5.2, literal
Circular Unica No.10,de 2001.

b

S

Cont

Al contestar favor indique el namero
de radicacién consignado en el rétulo

Sede Cen

Sede

inua en la pagina siguiente...

'
i
[

tro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5,
CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2.
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co

Bogota D.C. Colombia

7 y 10 PBX:
Tel 5880070

5870000

A
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BICENTENARID
B esmovme i s

Radicacidn No.:9 145155

ALIX CARMENZ ESPED DE VERGEL
Directora d Nuevas Creaciones (c)

El anterior requerimiento fue

fecha ‘.‘.! Q FE .2 m

adpall

Al contestar favor indique el namero
de radicacién consignado en el roétulo

notificad

Sede Ce
Se

de CAN:

Call

Web:
I

'
1

1

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

D por fijacién en lista de

Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070
Center 6513240. Linea 01800-910165
www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotd D.C. Colombia

ntro: 'Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
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