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03 076687 00  \ feda WY T ol gy
FORMULARIO UNICO DE 8 220 VI -
PC1 ey
b ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE
E Patente de Invencién |:| Patente de Modelo de Utilidad
[
B capituio| [] capitulo Il
@ Nombre GLAXO GROUP LIMITED IDENTIFICACION
SOLICITANTE 21reocl¢nGGIa:?° \r:olhl:l:::a House Berkeley (é (é B Oh:lT D
(1) venue, Grea esax UBG ONN
Inglaterra
Naclonalidad o Domiciio Middlesex Cual
Inglaterra
Lugar de Constituclén Inglaterra
Teléfono 3284270 Fax 6069701 Niamero
E-mall jlicco@lloredacamacho com
O] Nombre JOSEANTONIOLLOREDA |cc [X NT [
REPRESENTANTE | Direccion Calle 72 No 5-83 Piso 5° ce [ oo []
O APODERADO Bogota- Colombia Cual
Teléfono 3284270 Fax 8069701 Nimero 17 159 681 TP10 784
E-mall [licco@lloredacemacho com
@ Nombre ASHMAN Clare CROWE James Scoit ELLIS Jonathan, Henry yj
LEWIS, Alan, Peter
INVENTOR(ES) | Direccion GlaxoSmithKiine, Gunnels Wood Road, Stevenage Hertfordshire SG1
(72) 2NY GlaxoSmithKline Gunnels Wood Road Stevenage Hertfordshire SG1 2NY
GlaxoSmithKline, Gunnels Wood Road Stevenage Hertfordshire SG1 2NY,
GlaxoSmithKine Gunnels Wood Road Stevenage Hertfordshire SG1 2NY
inglaterra
Nacionalldad o Domicilio  Inglaterra
@ PCT (86)
Solicitud Interacional No PCT/GB02/00800 Fecha  01/03/02
Publicacién Internacional No WO 02/070711 A1 Fecha 12/08/02
@ fotlo /75
Titulo (54) "VACUNA"

©

ClasHficacién Internaclonal (51) C12N 15/24 , A pIK 34[00 , COTK 4 a , H-/ B4

®

silX no [] GB 03/03/01 0105360 2

Prioridad (33) Pals de Ongen (32) Fecha (31) Numero de Sollcitud

@ Comprobante de Pago No 03 - 57 900 Fecha 19-08-03




E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud
E Documento que acredita la exlstencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica
EI Documento de Representacion Legal

D Documentt de cesidn del Inventor al solicitante o a su causante
[[] peclaraciones

[[] copla de Ia solictud Intemacional (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)
E Traduccibn de la solicitud Internacional al castellano {Resumen, descripcién, relvindicaclones, dibujos)

E Copla del examen preliminar intemaclional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Prelinm
(IPEA)

g Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

[[] De ser el caso, copra del contrato de acceso

las comunidedes indigenas

DX Arte Final 1212

D De ser el caso, Informaclén sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por €
mismo titular o su causante, relaclonados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud

D De ser sl caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemnacional

E Otros Reporte de Blsqueda Intemacional con su traduccidn, Publicackdn con su traducclén, dibujos y
Capltulo Relvindicatorio como fue Iniclaimente presentado en Fase Intemacional Junto con su traduccién

( ANEXOS ﬁ\

] De ser el caso documento que acredite Ia licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales di
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TRADUCCION OFICIAL No 425

LEGALIZACION DE UN DOCUMENTO PRESENTADO SIMULTANEAMENTE EN
INGLES Y ESPANOL PODER DE REPRESENTACION LEGAL OTORGADO A
JOSE ANTONIO LLOREDA YO GUSTAVO TAMAYQO Y/O ANGELA MARIA
RESTREPO Y/O ALICIA LLOREDA Y/O JOSE LLOREDA CAMACHO POR
GLAXO GROUP LIMITED ™+~ «

PODER

Firmado Graham Brereton

CERTIFICADO NOTARIAL EN ESPANOL, EXPEDIDO POR DE PINNA, DADO
EN LONDRES, EL 22 DE ENERO DE 2001

IFEOMO NOTARID SENTO Duy GIatotD
Firmado  John David Woodward PTOGOMA COIGIEE GO . OmyOINALE
QUE HE TINIDO A LA VISTA '

St A by g

CERTIFICACION EN ESPANOL No 01/0187 DEL CONSE
COLOMBIA EN LONDRES

" NOTARIO

Fecha Enero 24, 2001

Firmado JAIRO E BERRIO VILLARREAL
Consul General
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MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES

CERTIFICA la fima y las funciones del funcionano consular Jairo Berrio, bajo el
numero 311039, el dia Febrero 8 del 2001
Firmado (Fima ilegible)

Jefe de Legalizatiohes

Santafé de Bogota, D C
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CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA

3AD FLOOR 15 18 GREAT TITCHFIELT STREET LONDON W1W 8iHZ
TELEPHONE 020 7637 DBD3 TELEFAX Q10 7837 3004
E-MAIL CONSULCOERCONSULCO DEMON CO UK

El suscrito Cénsul General de Colombia en Londres, vistos los documentos
presentados ante este despacho,

Que el Sefior JOHN DAVID WOODWARD, quien autentcé el documento
precedente, ejercfa en la fecha las funcaones de Notanio Piblico de Londres, Reno
Urudo de la Gran Bretafia, y su firma se encuentra registrada en este Consulado
General.

Que GLAXO GROUP LIMITED es una Socedad debadamente “consttuida,
organuzada y existente en Inglaterra y que cumple con su objeto social de acuerdo
con Ias leyes de este pafs. '

Que el Sefior GRAHAM GEORGE BRERETON, en su calidad de Apoderado de la
menaionada Sociedad, otorga el Poder precedente y su firma ha sido autenticada por
el Notario JOHN DAVID WOODWARD

El Cénsul General no asume responsabilidad par el mencionado documento

[

Dado en Londres, Remo Unido de Ia Gran Bretafla, a los veiftiaiagH (HrH1
mes de enero del afio dos mul uno (2001) g G

s AR
§ JUAN MANUEL 0o e s i
‘ R
NOTARIQ
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Di: PINNA

Yo, el imhasuito, JOHN DAVID WOODWARD, Notario Publico de la
Ciudad de Londies, Inglateira, por la Autonidad Real debidamente adnntado

y juramentado,

CERTIFICO

QUE es auténtica la firmasuscrita al pie del adjunto Poder, por ser del puiio
y letra del Sefior Don GRAHAM GEORGE BRERETON, cuya 1dentidad me
consta, Apoderado de la Sociedad inglesa denominada “GLAXO GROUP
LIMITED”, Sociedad legalmente constituida y existente de acuerdo con las
leyes de Inglaterra, e inscrita en la Oficina de Registro de Sociedades bajo el
nimero 305979, con domicaho socaal en Glaxo Wellcome House, Berkeley
Avenue, Greenford, Middlesex UB6 ONN, Inglaterra, eetando dicho Sefior en
su citado caracter debidamente autorizado para firmar documentos de esta
clase en nombre y representacion de dicha Sociedad en virtud de un Poder
otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado 12 de julhio de 1996, una
cop1a del cual he temdo a la vista,

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se
de loa objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuergt
Constaitutava y los Estatutos Sociales, los cuales he temado 44 VISER e

Y PARA QUE CONSTE donde y coma convenga y fuere

presente Certificado que firmo y sello en Londres, el dia Ge:

enero del afio dos mil uno

nll
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GlA Yo 6ROUP LmiTED, una

sociedad  quistenley _c{gamzadl
baje las layes de Lnghkna
<on domialio en

Glaxa Wellcome Hovse

Eer:e\ttg Avenve
fte'f‘?
Degotesex g 1niexe

nornbmrnos DOI el presents a JOLBE ANTONIO
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYQ ylo ANGELA
MARIA RESTREPQ y/a Al iCIA 11 ORFDA yin I0SF
LLOREDA CAMACHO, domicliador en Bogulu
Colombla con ofidnas en dicha carlad Talle-72 No
583 plso € nuestros represeniantes laga
verdaderos en Dogotd con faculiadecs para recibr
nofificacionss y nombrar spodersdos Judiclales o
avirnjiidaiae, /ol in da dar mimpBmlanin ol
parigrafo 10 del articulo 543 del docroo 410 de
mn

Loa dociorps JOSE ANTONIO LLOREDA y/o
GUETAVD TAMAYO ANGCLA MARIA
RESTREPD yin AlICIA 11ORFDA yin IOSF
LLOREDA CAMACHO, ¢ los epodemadud yuu
cualquigra de ellos designe quedan especialments

en todos los framites relativos a [ propladad
vetrial 3 cuyo sfecto lee facuttamoe para dar anto
ichas aupiidades 10d0s (03 pasos nacesanos al
objoto ndicado; elever solidiides, declarsciones
meiamns y mamsex  formular  dascripeinnag,
onmierxias, opoNIGIONEs y susldurar
cancalacones y amparos , abonar
todos los Impuesios ¥ cuotas y afactuar todo otro
pago detsminado por 1a toy rechir todos loe
documentos y valores. dando &l descargo respectivo;
llenar cualesquera otrog requlsiios y tomer en fin
todas (a5 medidas que crayersn canducentes al
reaguardo de nuestros mfereses y en caso do
poducirta opanlcsdn  prranddn nm anlacadaning A
los Uibunales, quedan fpcuitades para  tomar
intorvencibn como domandantas o demandados ante
fos- jueces gque sean computenies, pudiando transar
comater a Arblirae, domwtir parchhir y apalar onon
lodus luy Jembs feculivdes que rusulten necesarias,
v nr al prasonta dennmmne decda aharm vilidn y
buene cuontsc Fchos eprosenlantss yiv  lwe
apadarados que cualquisra de ellos nombre hicleran
en nuesiro beneficle

Asimbsrmo  facidlumos 8 los doclores JOSE
ANTANIO LLOREDA yo GUSTAVO TAMAYOD vio
ANGELA MARIA RESTREPO y/o ALICIA LLOREDA
yio JOSE LLOREDA CAMACHO pars golicitar en Ia
Oficina de Propledad Industrial fa protocolizacion de
ccte documenio y de cualquler poder que cuniquicrn
de elios owrgue a nombre nuastro

Daoo y himnado

The undersigned

CLAXO GROUP LIMITED, 2 ¢o¢for3 k°“h_‘
organized and ex-s-‘-m_g wnoer ¥

law=s OF England
of

Berkeley Avenue
Greenford
Middlesex

UB6 ONN

charehy QMM{OSE ANTONIO LLOREDA wiifor
GUSTAVO TAMAYO andlor ANGELA MARIA
RESTREPC und/or ALICIA LLOREDA andfar JOER
LLOREDA CAMACHO of Bogola Colombia with
offices in séxd town Calle 72 Nuo 5-83 Suxili Floor
wur bue aid kyal iopiesailidiven n Bugatih witle
power to recerva notficaions and 10 appoint ]udidal
ar ovirajudioml sgentes wo oe 0 comply wa
poregroph 10 of arkcle 543 of decres 410 of 1971

Doclors JOGE ANTONIO LLOREDA and/or
GQUSTAVO TAMAYO andlor ANGELA MARIA
RFSTRFPO andfor ALICIA LLOREDA andlor JOSE
LLOREDA CAMACHO or lhe ugenls by any o of
them appointed, are especlally empowered o
represant us hefore the asdministrative dickal or
police authoritias of Colombla In all proceadings
penaining to industial property, for which purpose
wo authorizo thom to tako boforo tho eeld euthordtics
ail the necessary steps for the sald end. io fie
petiicns,  declarations cams, recourses,
cancallgtions and  administrative  Injunction
provedigs, v diaw up spediaibons © e
amendmante oppositions and appeals, to pay all
mﬂmmmmmwm
by lawr to recene proper recep)

of our Imarests. and In case 5 Gors
procoedings bo pessed ovesy fo)

athortra sald aganir in ackl ol
complemnants as wel ax delgnde
compatent Judges, with fullE¥posis
amangemenis, to submit o arbit
enflact to appaal and n ehad? ¢

:_"" "‘:
mumymmulm.ﬁ-%
nw An ae vabd and pand all that N

o oom ilativos and/ur U ayoila by aiy wire of Ummn
appointed may do for aur benefit

We 2lso authorize doctors JOSE ANTONIO
LLOREDA snd/or CGUSTAVO TAMAYD andlor
ANGELA MARIA RESTREPQ andior ALICIA
LLOREDA end/or JOSE LLOREDA CAMACHO to
apply for protocolization of this document and of any
powcr of gltorncy by any one of thom confarred in
our name betore the Ottice ot Industral Praperty

for GLAXD GROUP LIMITED

Givan and sugned this Py its

raham Brereton
NOTA RY EHOULD EXECUTE OTHEN EIDC

_
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

A CLASIFICACION DE MATERIA
IPC 7 CI2N15/24 CO7K14/47 CO07K14/54 A61K39/00

Sohcitud Intenacianal No.
PCT/GB 02/00900

| Segiin la Clamficacidn de Patentes Internacional {CPI) o scgin Ia clanficacién nacionsl y la CP1

B CAMPOS BUSCADQS

Documentacién minrma buscads (mstema de clamficacién segmido de simbolos de clasificaridn)
IPC 7 CI2N CO7K

Documentacién buscada fuera de documentacidn minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

_Blledednlnuh:ﬂnumlhdldmhhﬂlqudlmlﬂ'nlnmll(nonlmdnhhlededllmy donde ses prictico, buscar térmmos vaados)

EPO-Internacional,, BIOSIS, BIOTECHNOGY ABS, CHEM ABS Dato, SEQUENCE SEARCH, EMBASE,
LIFESCIENCES, MEDLINE, PAJ, SCIDEARCH, WPI Dato

C DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

localizacion cromosomatica del humano y genes de ratén 1L~
13“

JOURNAL OF IMMUNOLOGY THE WILLIAMS AND
WILKINS CO BALTIMORE, US,

vol 150, No 12,

15 de Jumo de 1993 (1993-06-15), piginas

5436-5444, XP002176473

ISSN 0022-1767

figura 2

o)

Categorfa ® | Citucién de documento, con indicacidn donde sea apropiado, de los textos relevantes Relovante a 1a reivindicacion No.
X  [W096 04306 A (SCHERING CORP) 6-12,
15 de Febrero de 1996 (1996-02-15) 21-24
todo el documento
rewvindicacién 12
X MICKENZIE A N J ET AL “Comparacién estructural y 6-16

Ex o] recuadro C se enumeran mis documentos

E Fn el anoxo su enumcran miembros de la familia de patentes.

presentacidn

otros mechos

L. documenio que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
prniandad o que sc cita pars establecer la fecha de publicacién de otra
citacién u otne raxdn especial (segin se especifica)

‘0" documento que se reficre a una revelacidn oral uso, exhibicidn u

® Categorian especiales de documentos citndos
A documento que define el estado general de la 14cnica ol cunl no se
conndera de relevancia particular

T" documnento postenor pubhcado después de I fecha de presentacidn
iniernacional o fecha de prnondad y que no estd en conflicio con la

solicitud poro citodo pare entender el prinepio o teoria que sustents

E documenio antenor pero publicado en o despuds de la fecha de In invencidn

mntemacional

X' documento de relevancia particular s invencidn reivindicada no

puede consxierarse nucva o no puede considerarse que comprende
un paso mventiva cuando el documento se torma solo

Y' documento de relevancia parucular Is mvencidn rervindicads no

puede considerarse que comprends un paso mventivo cuando ¢l

documento se combina con uno o mils documentos snendo dichs
combinaciin obvia para una persona experia en la ticnicn

P documentn publicado antes de la fecha de presentacidn mtemagional

Tel No (431 70) 340-2040 Tx 31651 eponl,
FaxNo. (+31 70) 340-3016

de la fecha de pnomdad revindseada & documento miembro de la rmsma faruha de patentes
Fecha de Ia termunachin real de la biisqueds mternacional Fecha de envio por comeo del reporte de bilsqueds mizmacional
14 de Mayo de 2002 04/06/ 2002
Nombre y direccién de correo de ISA Funcionano autorizado
European Patent Office P B 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Ryswyk Pila, D

Forma PCI/ISA/210 (scgunda hoja) (Juho 1992)

pégmna 1 de 3




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intemacional No.

PCT/GB 02/00900

C (Continuacién } DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Catcgoria® | Citecaén de documentn, con indicucién, donds sea spropiado, de Jos textos relevantes Relevante & la revindicacién No.

X BUITKAMP JOHANNES ET AL “El gen mterleucin —13 de 6-11,
ganado vacuno, orgamzacién gendémica, localizacién 13-18,
cromosomal, y evolucién del promotor” 21-24
INMUNOGENETICS,
vol 49, No 10, 1999, paginas 872-878,
XP002198871
ISSN 0093-7711
todo el documento

X HEINZMANN A ET AL ‘“Vanantes genéticas del IL-13 6-8,
sefializado y asma y atopia humana” 13-18,
IL-13 21-24
HUMAN MOLECULAR GENETICS,
vol 9, No 4, 1 de Marzo de 2000 (2000-03-01),
péginas 549-559, XP002198872
ISSN 0964-6906
todo el documento

X EP 0 759 468 A (VIRBAC LAB) 6-8,
26 de Febrero de 1997 (1997-02-26) 13-18,21
reivindicaciones, figura 2

Y pégina 6, linea 11 — linea 15 19,20

Y W0 96 02555 A (UNIV IOWA RES FOUND) 19,20
1 de Febrero de 1996 (1996-02-01)
citado en la solicitud
todo el documento

X WO 93 10235 A (SEBALD WALTER) 6-8,
27 de Mayo de 1993 (1993-05-27) 13-18,21
retvindicaciones

X EP 0911 401 A (BAYER AG)
28 de Abnl de 1999 (1999-04-28) 6-8,
reivindicaciones, tablas 1,2 13-18,21

X WO 00 78334 A (LIM SIEW PHENG, TAN YIN HWEE (SG), 6-8,
INST OF MOLECUL & CELL BIOLOGY) 13-18,21
28 de Diciembre de 2000 (2000-12-28)
todo ¢l documento

X W0 96 04388 A (BROWNE MICHAEL JOSEPH, CHAPMAN 6-8,
CONRAD GERALD (GB), CLINKENBEARD HE) 15 de 13-18,21
Febrero de 1996 (1996-02-15)
reivindicaciones, ejemplos

A WO 97 40149 A (BOOTS ANNA MARIA HELENA, AKZO 6-8,
NOBEL VN (NL), BOS EBO SYBREN (NL), 13-18,21

30 de Octubre de 1997 (1997-10-30)
todo el documento

o

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la segunda hoja) (Julho 1992)

pagina2 de 3




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internactonal No.
PCT/GB 02/00900

C (Contmaciém ) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoris *

Cimcién de documento, can indicacidn, donde sex apropiado, de los taxtos relovantes

A

PX

Relevante a ls revindicacidn No.

W0 99 46992 A (GREGORY RICHARD J, GENZYME CORP
(US), KAPLAN JOHANNE (US))
23 de Septiembre de 1999 (1999-09-23)
gina 3, linea 6 — linea 10, retvindicaciones
pégma 8, linea 10 — linea 18

WO 96 26218 A (RUDY GEORGE, HONEYMAN MARGO
(AU), LEW ANDREW (AU), AMRAD OPERATION)

29 de Agosto de 1996 (1996-08-29)

pigma 2, rervindicaciones, figura 1

EP 1 026 238 A (UNIV CALIFORNIA)
9 de Agosto de 2000 (2000-08-09)
pégma 3, paragrafo 9, rervindicaciones, figura 4

WO 01 34645 A (JOSHI BHARAT H, OSHIMA YASUO (US),
PURI RAJ K (US), GOVERNMENT OF )

17 de Mayo de 2001 (2001-05-17)

todo el documento

figura 1

6-8,
13-18

6-8,
13-18

6-8,
13-18

6-18,
21-24

Forma PCT/ISA/210 {contnuacin de la segunda hoja) (Juho 1992)

- |
g
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Solicitud Intemacions] No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB 02/00500

INFORMACION ADICIONAL QUE CONTINUA DE PCT/ISA/210

Continuacién de la Casilla 12

Reivindicaciones Nos 1-5

Las presentes reivindicaciones 1-5 se relacionan con un gran niimero de compuestos posibles
De hecho, las reivindicaciones contienen tantas vanables que una falta de clandad (y/o
brevedad) dentro del sigmficado del Articulo 6 del PCT surge hasta el punto de hacer que una
bisqueda sigmficativa de las reivindicaciones sea 1mposible Por consiguiente, se ha llevado a
cabo la busqueda para aquellas partes de 1a solicitud que parecen ser claras (y/o breves), a saber
compuestos en los cuales la proteina humana o epitope de células B se deniva de la citocina
segin se reivindicd en las reivindicaciones 6-8, mterleucenua mutada 13 segiin se reivindicd en
las reivindicaciones 9-12 y la materia objeto segin se reivindicé en las reivindicaciones 13-25
que se refieren directa o imndirectarnente al presente

Se llama la atencién del solicitante al hecho de que las reivindicaciones, o partes de las
reivindicaciones, relacionadas con invenciones respecto de las cuales no se ha establecido un
reporte de bisqueda intemacional no thenen que ser el sujeto de un examen prelmnar
mtemacional (Norma 66 1(¢) PCT) Se le avisa al solicitante que la politica de la EPO al actuar
como Autorxiad de Examen Preliminar Intemacional normalmente es no llevar a cabo un
examen preliminar en asuntos que no han exammado Este es el caso prescindiendo de s1 las
rervindicaciones s¢ enmendaron o no sigmendo ¢] recibo del reporte de biisqueda o durante
cualquier procedimiento del Capitulo II




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Sohatud Internacional No

Informe sobre miembros de famulia de patentes PCT/GB 02/00900
Documento de
Miembro(s) de la Fecha de
tente citado en el |Fecha de n

!:POH‘-G de baaqueda publicacis familin de patentes publicacién
WOo 9604306 A 15-02-1996 us 5696234 A 09-12-1997
AU 3196195 A 04-03-1996
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

Continuation of Box I 2
Claims No: 1-5

Present claims 1-5 relate to an extremely large number of possibie
compounds In fact, the claims contain so many variables that a lack of
clarity (and/or conciseness) within the meaning of Article 6 PCT arises
to such an extent as to render a meaningful search of the claims
impossible Consequently, the search has been carried out for those parts
of the application which do appear to ba clear (and/or concise), namely
compounds wherein the human protein or B cell epitope is derived from
cytokine as claimed 1n claims 6-8, mutated imterleukin 13 as claimed in
claims 9-12 and subject-matter as claimed in claims 13-25 referring
directly or indirectly thereto

The applicant’s attention 1s drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions 1in respect of which no international
search report has been astablished need not ba the subject of an
international preliminary examination {Rule 66 1(e) PCT) The applicant
it advised that the EPD policy when acting as an Interpational
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary axamination on matter which has not been searched This is
the case irrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure
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la conversidn de citocinos humanas immunogémices cn
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farmacéuticas que comprenden tales compuestos y sus usos en
la medicma y los métados para su produccrén.
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Claims

1 An 1solated protein which s at least 30% but leas than 100% Identical to a
human protein which polypeptide
5 (a) contains at least one mutation which is characteristic of an analogous non-human

protein,
(b} Is capable of ralsing antibodles In human
(¢) Is sufficlently structurally similar to the human protein that the antbodies bind to
both the human protein and the polypeptide

io and
wherein the protein 1s not an antibody

2 A protein having B-cell epitopes from a mammalian self-antigen and a
mutation that gives nse to a sequence of an analogous protsin of a second

1s mammallan species such that the protein !s able to ralse In the specles from which
the B-cell epltopes derived, an inmune response that recognises the natural protein
from which the B-cell epitopes are derived

3 A proteln having B-cell epttopes of a self-protein which are grafted, by

20 substifution, into a frame work of an analogous proteln from a second mammallan
specles such that the protsin Is able to ralse In the species In which the B-cell
epliopes are derived, an Immune response that recognises the natural protein from
which the B-cell epitopes are derived

25 4 A proteln as claimed in any of clalms 1 to 3 comprising conserved surface
reglon introduced Into the non-surface exposed region, sald mutation giving ise to a
sequence of an analogous proten such that the protsin Is able to ralse an immune
response fo the self protein In the species from which the self-protein Is derived

305 A protein as clalmed In any one of claims 1 to 4 whereln the Immune
response Is a heutralising antibody response
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8 A protein as claimed In any of claims 1 to 5 wherein the human protein, or B-
cell epitope Is derived from a cytokine

57 A cytokina as claimed m claim 6, which ls a 4-helical cytokine
8 A cytokine as claimed In clalm 7 which Is |L-4 or IL-13

9 A mutated human — IL-13 having one or more of the following substitutions or
10 a substitution involving a consarvativa substitution thereof

R -+ K at  positon 30
v -» S at position 37
Y -+ F at  position 63
15 A -» VvV at posidon 85
E -» D at poaltion 68
E - Y at posiion 80
K = R at position 81
M - | at  positon 85
20 G -» H at position 87
Q - H at  position 113
V < | at oposton 115
D -+ K at  poaition 117 -

25 10 A muteted human IL-13 as claimed In claim 8 having a plurality of
substitutions as set forth In claim 9

11 A mutated human IL-13 as claimed In any of claim 9 or 10 having one or more
of the following sequences
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or a vanant of sald sequence comprising one or more conservative substitutions
10 12 A mutated human iL-13 as shown in figure 8
13 A polynuciectide ancoding a proteln of claim 1 o 12

14 A polynucleotide of clalm 13 which Is a DNA and s operably linked to a
15 promoter

15 A vecior comprising a polynucleotide of clalm 13 or 14

16 A host transformed with a polynucleotde of claim 13 or 14 or vector of clalm
20 15

17 A pharmacsutical composition comprising , a proteln, polynuclectide, vector
as claimed In any of claims 1 to 15 with a pharmaceutically acceptable carner or
excipient

28
18 A phamaceutical composition as claimed in claim 17 additionally comprising
an adjuvant.

16 A ;I:hannaceuﬂeal composition as claimed In clalm 18 comprising a proteln as
30 set forth in any of clalms 1 to 12 and an immunostimulatory oligonuclectide.
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20 A pharmacsutical composition as clalmed In claim 19 wherein the
immunostimulatory oligonucleotide Is selected from the group

OLIGO 1(SEQ ID NO 1) TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1828)

5 OLIGO 2 (SEQID NO 2) TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)
OLIGO 3(SEQ ID NO 3) ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACCACG
OLIGO 4 (SEQIDNO 4) TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2008)
OLIGO 5 (SEQ ID NO 5) TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

10 21 A proteln, polynucleotide, vector, host or composition as clalmed in any of
clalms 1 to 20 for use In medicine

22  Uee of a protein as claimed In any of claim 1 to 12 In the manufacture of a
medicament for the treatment of IL-13 medlated diseases
15..
v 23 Use as claimed in claim 22 for the treatment of asthma

24 A method for the treatment of prophylaxis of IL-13 mediated diseass

comprising the administration of a safe and effective amount of composition
20 aooordlncf to any of clalms 17-20 to a patient in need theraof

25 A method for the preparation of a proteln acconding to any of dalms 1 to 12
which method comprises

25 1 Identification of one or more regione of a self, typlcally human, protein against
which an antibody response Is desired
2 Identification of the amino-acid sequence of the self protein
3 Kentification of the amino-acld sequence of an analogous protein
construction by recombinant DNA techniques of a chimaeric molecule contalning
30 at least one target region Identiflad In step 1, whose amino-acid sequence Is taken
from the sequence kdentified in step 2, and
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sufficlent amino-acids from the sequence(s) dentified In step 3 to enable the
resuliing protein to fold into a shape simiar to that the self protein such that the
mutated proteln can ralse an Immune response that recognises the self proteln
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REIVINDICACIONES

Una proteina alslada la cual es al menos 30% pero menos de

100% 1déntica a una proteina humana cuyo polipeptido

(a) Contiene al menos una mutaclén que es caracteristica de
una proteina analoga no humana,

(b) Es capaz de generar anticuerpos en humanos

(¢) Es suficlentemente similar en su estructura a la proteina
humana que los anticuerpos se unen a la proteina
humana y al polipeptido

Y

en donde la proteina no es un anticuerpo

Una proteina que tlene epltopes de células B de un auto-
antigeno de mamifero y una mutacién que da origen a una
secuencia de una proteina analoga de una segunda especie
mamifera tal que la proteina es capaz de originar en la especie
de la cual deriva los epitopes de células B, una
INmunorespuesta que reconoce la proteina natural de la cual

son derivados los epltopes de células B

Una proteina que tiene epitopes de celula B de una auto-
proteina los cuales son injertados, por sustltucién, en una
estructura de una proteina analoga de una segunda especie
mamifera, tal que la proteina es capaz de originar en la

especie de la cual se derlvan los epitopes de células B, una
1



Inmunorespuesta que reconoce la proteina natural de la que se

derivan los epltopes de celulas B

Una proteina como se relvindicd en cualquiera de las
reivindicactones 1 a 3 que comprende una regién de superficle
conservada introducida en la reqién de superficle no expuesta,
dicha mutacién da origen a una secuencia de una proteina
andloga tal que la proteina es capaz de onginar una
Inmunorespuesta a la auto-proteina en la especle de la cual es

derivada la auto-proteina

Una proteina como se relvindico en alguna de Ilas
reivindicaciones 1 a 4 en donde la iInmunorespuesta es una

respuesta neutralizante de anticuerpos

Una protelna como se relvindicd en alguna de Ilas
relvindicaclones 1 a 5 en donde la proteina humana, o el

epitope de células B se derivan de una citocina

Una citocina como se relvindico en la relvindicacion 6, la cual

es una cltocina 4-hellcoidal

Una citocina como se reivindicd en la reivindicaclon 7, la cual

es IL-4 0 IL-13



10

11

IL-13 humana mutada que tlene uno o més de las sigulentes
sustituciones o una sustitucion que comprende una sustitucion

conservadora de la misma

R 2 K en posicién 30
Vv - S en posicién 37
Y - F en posicién 63
A - V en posiclén 65
E - D en poslclon 68
E -2 Y en posicidn 80
K 2 R en posiclén 81
M -» I en posicion 85
G -» H en posicién 87
Q =9 H en posicién 113
Vv 2 I en posicidn 115
D -2 K en posicién 117

IL-13 humana mutada como se reivindicé en la relvindicaclon
9, que tiene una pluralidad de sustituciones como las de la

relvindicacién 9

IL-13 humana mutada como se relvindicé en cualquilera de las
relvindicaclones 9 o 10, que tlene una o mas de las sigulentes

secuencias
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0 una variante de dicha secuencla que comprende una o mas de las

sustltuclones conservadoras

12 IL-13 humana mutada como se muestra en la figura 9

13 Un polinucleohdo que codifica una proteina de Ilas

relvindicaciones 1 a 12

14 Un polinucleétido de la reivindicacién 13 que es un ADN y estd

unido de manera operativa a un promotor

15 Un vector que comprende un polinucleétido de la reivindicacién

13014

16 Un huésped transformado con un polinucleotido de Ila

reivindicacién 13 o 14 o un vector de la reivindicaclén 15

17 Una composiclén farmaceutica que comprende una proteina,
un polinucledtido, un vector como se reivindicd en cualqulera de las
reivindicaciones 1 a 15 con un portador o exclplente

farmaceuticamente aceptable



18.

19.

Una composiclén farmacéutica como se revindicd en Ia
relvindicacibn 17 que adiclonalmente comprende un

adyuvante

Una composiclén farmacéutica como se relvindicd en Ila
reivindicacién 18 que comprende una proteina como cualqulera
de las de las rewvindicaclones 1 a 12 y un oligonucleétido

Inmunoestimulador

Una composicién farmacéutica como se relvindico en la
relvindicacién 19 en donde el oligonucleétido

inmunoestimulador es selecclonado del grupo

OGO 1 (SECID NO 1) TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)

OLIGO 2 (SEC ID NO 2) TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)

OLIGO 3 (SEC ID NO 3) ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC

ACG

OLIGO 4 (SECID NO 4) TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG

2006)

OLIGO 5 (SEC ID NO 5) TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

21.

Una proteina, un polinucleétido, un vector, un huésped o una
composicibn como se relvindicd en cualqulera de las

relvindicaclones 1 a 20 para usar en medicina



22

24

Uso de una proteina como se relvindicé en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12 en la fabricacién de un medicamento

para el tratamiento de enfermedades mediadas por IL-13

Uso como se relvindicé en la relvindicacién 22 para el

tratamiento del asma

Un método para el tratamlento de la profilaxis de las
enfermedades medladas por IL-13 que comprende |Ia
administracién de una cantldad segura y efectiva de una
composiclén de acuerdo con cualqulera de las rewvindicaclones

17 a 20 a un paclente que neceslite |la misma

Un método para la preparacién de una proteina de acuerdo con

cualqulera de las relvindicaclones 1 a 12, dicho método

comprende

1 Identificaclén de una o0 mds reglones de una auto-
proteina, tiplcamente humana contra la cual se desee
una respuesta de un anticuerpo

2 ldentificaclén de la secuencia de aminoécidos de la auto-
proteina

3 identificacién de la secuencia de ammodcidos de una
construccién de proteina andloga por medio de técnicas
de ADN recombinantes de una molécula quimérica que

contenga al menos una regién objetivo identificada en el

=Y



paso 1, cuya secuencla de aminoacidos se toma de la
secuencla identificada en el paso 2, y

suficlentes aminodcidos de la secuencia(s) identificada en
el paso 3 para permitir que la protelna resultante se
doble en forma semejante a la de la auto-proteina tal
que la proteina mutada pueda originar una

Inmunorespuesta que reconozca a la auto-proteina
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I Bases del Reporte

1 Respecto a los elementos de la solicitud internacional (Cardtulas de remplazo que han sido suministradas a la oficina
receptora en respuesta a una mvitacién bajo el articulo 14 estin referenciados en este reporte como “presentados
origmalmente” y no estin anexos a este reporte dado que no contienen modificaciones (Reglas 70 16 y 70 17)

Descripcién, Piginas
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Dibujos, Hojas.
1/13-13/13 como se presentaron ongmalmente
Listado de Secuencia de la Descripaén, piginas
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2 Respecto al :dioma, todos los elementos marcados anteriormente estuvieron disponibles o fueron summstrados
a esta Autoridad en el idioma en el cual la solicitud mternacional fue presentada, a menos que se indique lo
contrario bajo este ftem
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D el idioma de una traduccién summistrada para una biisqueda internacional (segiin la Regla 23 1 (b))
|:| el idioma de una publicaci6n de la solicitud internacional (segin Ia Regla 48 3 (b))

: I:l el 1dioma de la traduccién suministrada para el examen preliminar mternacional (segtin las Reglas 552 y/o
55.3)

3 Respecio al nucleStido y/o secuencta amuno &cida revelado en la sohcitud internacional, se llevé a cabo el
examen prelimmnar mternacional segiin el hstado de secuencia

E contenido en la sohatud internacional en forma escrita

registrado junto con la solicitud internacional en forma legible por computador
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma escrita
proporcionado subsiguientemente a esta Autoridad en forma legible por computador
D Se ha proporcionado la afirmacién respecto a la cual el hstado de secuencia escrito

proporacnado subsiguientemente no va mas alld de la revelactén en la solicitud internacional
segin se presentd

D Se ha proporcionado la afirmaci6n respecto a la cual la informacién presentada en forma
legible por computador es :1déntica al hstado de secuencia escrita
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4 Las modificaciones han resultado en la cancelacién de*

[ ] 1a descripaasn, piginas
las rervindicaciones, Nos
los dibujos, Hojas

D los dibujos, pdginas

5 E Este reporte ha sido establecido como s1 (algunas) de las modificaciones no se hubiesen hecho, ya que se ha
considerado que van mis alld de la revelacién segiin se presentd, como se mdicéd en Casilla Suplementara (Regla
702(c)

(Cualquier hoja de remplazo que contenga tales modificaciones debe ser refenida bajo el item 1 y anexada a este
reporte )

' 6 Observaciones adicionales, s1 son necesanas

III. No establecimiento de opinién respecto a la novedad, mvel inventivo y aplicabilidad industrial

1 La cueshdn de s1 la mvencién rervindicada parece ser novedosa, involucrar nivel inventivo (no ser obvio), o ser
mdustralmente aphcable no se ha examimnado en relactén con.

D toda la sohcrtud internacional
E las rervindicaciones Nos  1-5, 29
porque*

E dicha sohctud mternacional, o dichas revindicaciones Nos 29 se relaciona con el siguiente
asunto/ materia que no requiere examen prehmmnar Internacional (especificar)

' ver hoja anexa

D la descripcibn, rewvindicaciones o dibujos (indican elementos particulares a conbinuacidn) o dichas
rervindicaciones Nos son tan imprecisas que no pudo formarse una opinuén sigraficativa (especifique)

D Ias rervindicaciones o dichas rervindicaciones Nos 14 y 6-18 (cada parte} estin sustentadas tan
inadecuadamente por la descripcién que no pudo formarse una opimién significativa

E no e ha establecido un mforme de bisqueda internacional pare diches rervindicaciones Nos  1-5

2 Un examen internacional signuficativo no puede llevarse a cabo debido a Ia falla del nucledtido y/o hstado de
secuencta amino dcida para cumplir con el estindar preparado en el Anexo C de las Instrucciones
Administrativas

D el formularo escrito no ha sido proporcionado o no cumple con el estindar

D la forma legible por computador no ha sido proporcionado o no cumple con el estdndar

V Afirmacién razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, mivel inventivo o aplicabilidad mdustrial,
ataciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién
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Novedad (N) SL Rewvindicaciones 18
No  Remvindicaciones 6-9, 14-17, 19-23, 27-29
Nivel mventivo (IS) Si  Rewvindicaciones 18
No Remwvindicaciones 24, 25, 34
Aphcabilidad industrial (IA) S

Revindicaciones 6-9, 14-25, 27, 28, 30, 34
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2 Citaciones y explicaciones
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BALTIMORE, US, vol 150, no 12, 15 de Jumo DE 1993 (1993-06-15), PAGINAS 5436-5444,
XP002176473 ISSN 0022-1767

BUITKAMP JAHANNES ET AL ‘La mterleucina de ganado vacuno-13 genes Orgamizacién
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10, 1999, PAGINAS 872-878, XP002198871 ISSN 0093-7711
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EP-A-0 911 401 (BAYER AG) 28 de Abril de 1999 (1999-04-28)

WO 96 04388 A (BROWNE MICHAEL JOSEPH, CHAPMAN CONRAD GERARD (GB),
CLINKENBEARD HE) 15 de Febrero de 1996 (1996-02-15)
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Los documentos D13 a D15 no fueron citados en el reporte de bilsqueda mnternacional Copias de los
documento son anexadas aqu{

D13

D14
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DALUMI etal “Anticucrpos terapeuticos producidos por la inmunizacién contra alfa-TNF" Nature
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR

INTERNACIONAL-HOJA SEPARADA

Solicitud Internacional No PCT/GB 0200900

Ad Seccién 11 Prioridad

1

Prioridad (Articulo 8 del PCT)

La fecha de prioridad para la matenia objeto reivindicada en las reivindicaciones 14-17, 24, 25 parece
no ser valida, en cuanto a que estos aspectos no son revelados de manera directa y no ambigua en el
documento de la pniondad presentado

No hay descripcién de un IL-13 humano mutado que tiene uno o mis de los sustituyente tales como
los hstados en la reitvindicacién 14 o que tiene uno o més de las siguientes secuencias como se listan
en la reivindicacién 17 No hay ninguna base el documento de la pnoridad para los
oligonucleotidos inmunoestimuladores como se enuncia en las reivindicaciones 24 y 25 En
consecuencia, los documentos citados en el reporte de blisqueda como documentos “P” son el arte

anterior relevante para estas rervindicaciones

Ad Seccién III No establecimiento de opinién

21

Articulo 34 (4)(a)(]) y Regla 67 1 (lv) del PCT

Las reivindicaciones onginales 1-5 no fueron buscadas, porque dichas reivindicaciones cubren un
nimero extremadamente grande de posibles compuestos tal que ¢s imposible efectuar una bisqueda
signficativa de estas rervindicaciones En consecuencia, no serd ermtida una opmién concermente a
dichas rervindicaciones 1-5

Para la evaluacién de la presente rewvindicacién 29 en la cuestidn de si ella es aplicable
industrialmente, no existe un cnterio umficado los Estados Contratantes del PCT La
patentabilidad también puede ser dependiente de la formulacién de las reivindicaciones La EPO, por
¢jemplo, no reconoce como matena objeto mndustnalmente aplicable las reivindicaciones de uso de
un compuesto en un tratamiento médico, pero puede perrmtir, sin embargo, reivindicaciones de
compuestos conocidos para su primer uso en tratamuentos médicos y el uso de tales compuestos para
la manufactura de un medicamento para un nuevo tratamento médico

La reivindicacién 29 se refiere a la matena objeto que considerada esta Autondad es cubierta por lo
provisto en la Regla 67 1 (1v) del PCT En consecuencia, no serd formulada una opmién con respecto
a la aplicaci6n industnal de la matena objeto de esta reivindicacién (Articulo 34(4)(a)(1) del PCT)

Forma PCT/Hoya separada/409 (Hoja 2) (EPO-Abril 1997)
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Modificaclones (Articulo 34(2)b) del PCT)

Aunque ninguna reivindicacién 1 a 5 fue buscada, las rewvindicaciones dependientes 6-9, para las
cuales se ha llevado a cabo la biisqueda, se refieren a estas reivindicaciones Por lo tanto, las
rervindicaciones 1-4 necesitaron ser evaluadas segtin el Articulo 34 (2) del PCT

La reivindicacién 4 modificada, presentada con la comunicacién fechada el 28 3 03, mntroduce
matenia objeto la cual ampha el contemido de la solicitud presentada La nueva rervindicacidn 4
caracteriza ¢l uso de un producto que se caractenza por una combmacidn especifica de
caracteristicas, las cuales no se revelan de forma directa y no ambigua en la sohicitud presentada Esta
combinacién de caracteristicas es el resultado de una seleccién especifica entre posibles alternetivas
reveladas para cada caracteristica las cuales nunca fueron reveladas en combnacién en la presente
solicitud. De este modo, la rervindicacién 4 contraviene el Articulo 34 (2) del PCT

La misma objecién basada en la musma razén es vahda para el producto reivindicado en las
reivindicaciones 10 a 13 y 26, 31-32

Ninguna base se pudo encontrar para la reivindicacién 33 De esta manera , esta rervindicacién
contraviene el Articulo 34 (2) del PCT

Las restantes modificaciones parecen cumplir con el Articulo 34(2)(b) del PCT y asi parecen
admmbles

to! las nuevas rervindicaciones 4, 10-13, 26, 31-33 van més alli de la te revelacidn ¢
g¢ ha presentado, este reporte de examan preluminar internacional ha sido llevado a cabo como sl

estas ndicaclones no hubleran sido presentadas.

Ad Secclén V Declaraciones razonadas segiin Ia Regla 66.2(»)(1l), citas y explicaciones soportando
tales declaraciones

3

Novedad (Articalo 33(2) del PCT)

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 3) (EPO-Abnl 1997)
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Comentarios prelimmares

Los productos defimdos en témmnos de procesos para su preparacién (conocidas como
rervindicaciones de “producto por proceso™) tienen que ser imnterpretados en un sentido absoluto, por
ejemplo ndependientemnente del proceso, y son admsibles dmcamente 81 el producto por 1 mismo
cumple los requenmientos establecidos el PCT (eg Articulo 33 (1), Articulo 6, del PCT)
Adicionalmente, un producto producido por un proceso particular (recombimacién) no da
necesanamente un producto novedoso e mventivo a menos que dicho proceso le confiera
caracteristicas novedosas ¢ inventivas al producto retvindicado Lo mismo es valido para productos
quiméncos los cuales son caractenzados por medio de un proceso de conexién de dos componentes

independientes

Hasta ahora, minguno de los procesos ha sido obtemudo por medios recombinantes y ningiin proceso
ha sido obtenido por un proceso quimérico confinendo al producto reivindicado tales caracteristicas
que distingan dicho producto de los productos del estado del arte

El uso de una proteina mterleucin recombinante quuménca en la manufactura de una vacuna “para
tratar” como se rervindicé en la reivindicacién 9 refinéndose de nuevo a la reivindicacién 1 no
puede ser distinguido del uso de IL-13 mutada para la manufactura de un medicamento “para el
tratamiento” de asma Las diferencias entre estos usos se encuentran solamente en el mecamsmo de
accién en que actua la composicién, por ejemplo, por la competicién por los receptores comunes o
dando una immunorespuesta La sumple explicacién de un efecto obtemdo cuando se usa una
composicién conocida (solamente 1dentificada por su uso propuesto) no puede conferir novedad a un
proceso conocido, s dicha persona experta ya estd enterada de la ocurrencia de su efecto deseado en
el “tratamiento de] asma”

Las nuevas reivindicaciones 6-8 han sido modificadas alegando referirse a un segundo formato
médico Sin embargo, en el presente caso, la redaccién aceptada y reconocida es la siguiente “El uso
del producto X para la manufactura de una vacuna para tratar la enfermedad Y™ no se ha seguido De
hecho, la ruptura de la tolerancia de las células B no es considerada como una aplicacién terapéutica,
s1no que describe solamente un mecanismo de accidn fundamental Asi, para poder cumplir con un
segundo formato médico, las retvindicaciones 1-3 fallan en 1a aplicacién terapéutica necesana

Estas reavindicaciones se refieren, por consigutente, a el uso de un producto X para la manufactura

de una vacuna, por ejemplo, una composici6n capaz de producir una inmunorespuesta

Forma PCT/Hoya separada/409 (Hoja 4) (EPO-Abnl 1997)
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Entonces, D1 divulga la disposicién de una composicién para generar los anticuerpos para los
propdsitos del diagnostico, dicha ensefianza anticipa la matena objeto de las reivindicaciones 6-8
(véase D1p 19)

En cuanto a las reivindicactones 10-13, 26, 31-32 nuevamente presentadas contravienen el Articulo
34 (b) del PCT (véase el punto 2 2), no se consideran presentadas La nueva rervindicacién 14 por lo
tanto se considera una rervindicacién independiente

A la luz de las conclusiones hechas en el punto 3 1 y 3 3, la matena objeto reivindicada en las nuevas
rervindicaciones 14 a 17 carecen de novedad sobre las siguientes enseflanzas del estado del arte

La 1dentidad del 57% de las partes de 1a IL-13 de ratén se superpone a la IL-13 humana en 131
ammnoécidos El polipéptido IL-13 de ratén también puede ser considerado como un IL-13 humano
mutado El polipéptido contiene al menos una mutacién la cual es caracteristica de una proteina
aniloga no humana, esto es polipéptido de ratén, y es capaz de onginar anticuerpos en humanos
Dicho polipéptido IL-13 de ratdn, esto es IL-13 humano mutado, es estructuralmente similar a la
proteina IL-13 hunana tanto que los anticuerpos se enlazan a la protefna humana IL-13 y a dicho
pohipéptido IL-13 de ratén (por ejemplo, epitopes LKELIEEL 0 PLCNGSMVWS o DTKIEVA)

El IL-13 de ratén tiene epitopes de célula B de un auto-antigeno humano (por ¢jemplo, LRELIEEL)
y una mutacién que da origen a una secuencia de una protemna analoga de un ratén LKELIEEL tal
que la proteina es capaz de ongmnar en un humano una mmunorespuesta que reconoce el IL-13
humano natural

El IL-13 de ratén tiene epitopes de célula B de un auto-proteina humano IL-13 Ia cual es mjertado
por sustitucién, dentro de una estructura de IL-13 de ratén (¢ g. PLCNGSMVWS 8 DTKIEVA) y una
mutacién que da ongen a una secuencia de una proteina aniloga de un ratén tal que la proteina es
capaz de ongimar en un humano una mmmunorespuesta que reconoce la IL-13 humana

La formulaciones terapéuticas pueden ser admmstradas en cualquier formulacién de dosis
convencional (ver D1, p 25 lineas 16-17)

En consecuencia, las rervindicaciones 6-8, 14-17, 19, 27, 29 carecen de novedad sobre el P600 de
ratdn revelado en D1 (ver D1 rervindicaciones 11-16, 17)

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 5) (EPO-Abnil 1997)
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8

RELIEELSN, FCAALESL, KIEVAQFLKDLL y Tabla 1 ganado vacuno/humano) también anticipa
una o mias de las reivindicaciones 14-17, 19-23 de Ia presente solicitud

D4 describe vanantes genéticas de IL-13 Ginl10Arg humana la cual esta implicada con el asma (ver
el resumen) En el estudio de caso-control en sujetos Bntimcos, la GInll0 se asocio
sigmficativamente con ¢l asma, en especial con el asma crdnica persistente En un segundo estudio de
caso-control de sujetos Japoneses, la Gnll10 se asocio con asma topica y no topica En wvista del
contenido de D4, las presentes reivindicaciones 14-17 carecen de novedad

D5 descnibe nterleucin-4 felina y formas mutantes de la misma Estas son usadas pama el tratarmento
de una vanedad de enfermedades Esia ensefianza se anticipa, a las presentes rerivindicaciones 14-17,
19-23, por las mismas mzones como se desarrollo en el punto 3 3 antenor (ver D5, reivindicaciones
5,6,7,8,12, 13, 15, 16)

D7 describe muteinas hIL-4 y vectores (ver reiwvindicaciones 2-6) De forma sumlar, D8, D9
describen hIL-4 mutantes y D7, ademas, ¢l uso en terapia del hIL-4 (ver todas las rervindicaciones)
Ellas anticipan las presentes rervindicaciones 14-17, 19-22

D10 descnbe una proteina soluble que tiene achvidad antagomsta de IL-4 y/o IL-13 que comprende
una mutante IL-4 o vanantes fusionadas a un dominio constante de inmunoglobulina humana o
fragmentos del mismo (ver el resumen) S embargo puede esperarse un antagomsmo del efecto de
IL4 en linfocitos B o T para tener cfectos benéficos en enfermedades alérgicas tales como asma
extrinseca IL-13 ha sido recientemente identificada y sus porciones simulares en muchas de las
propiedades biolégicas de IL-4

Las mutantes adecuadas de IL-4 son aquellas en donde al menos uno de los amunodcidos, que
aparecen incluidos naturalmente en la IL-4 nativa en cualquera de las posiciones 120 a 128, es
reemplazado por un ammodcido diferente (ver p 1 lineas 10-13, lineas 18-20, p 2 linea 41 a p 3 linea
3, reivindicaciones 1, 2) Las proteinas fusionadas también son generadas en D10 (ver gjemplo 1
TIL4Y124D/IgG1 o ejemplo 2 IL4Y124D/1gG4)

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 6) (EPO-Abnl 1997)
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El uso de uma IL-4 y/o IL-13 mutada en la manufactura de un medicamento para el uso en el
tratamiento de condiciones que resultan de acciones indeseables de IL-4 y/o IL-13 como se
reivindico en la reivindicacién 19 en D10, la cual incluye enfermedades alérgicas mediadas por IgE,
tales como asma extrinseca, anticipa la presente reivindicacién 9 (ver también el item 3 1) En wvista
de esta cnsefianza, las presentes reivindicaciones 6-9, 14-17, 19-21, y 27-29 carecen de novedad

Ninguno de los documentos citados en el reporte de blisqueda mternacional revela una IL-13 humana
mutada como se muestra en la figura 9 De esta manera la reivindicacién 18 parece novedosa

Nivel Inventivo (Articulo 33 (3) del PCT)

Las rewvindicaciones las cuales se refieren a vectores, composiciones farmacéuticas, anfitriones, y
métodos para preparar proteinas son bien conocidos en el arte La combinacién de estos
conocimientos aplicados con cualquier secuencia de amunodcidos conocida u obvia 0 una secuencia
nucleotida (ver punto 3 antenor) como se reavindica en las reivindicaciones 24-25, 30, 34 habria sido
considerada por la persona experta de acuerdo con las circunstancias En consecuencia, estas

rervindicaciones carecen de mvel mmventivo

E!l documento D13 citado en la presente solicitud como un antecedente  se considera que representa
el mis relevante estado de la técnica Este describe la msercién de una clase simple de epitope
restnngido I MHC en TNF-glfa Esta construccién produce una inmunorespuesta

La diferencia entre D13 y la presente reivindicacién 18 es que esta se refiere a una IL-13 mutada Ia
cual provee una multiphicidad de potenciales epitopes de célula T, los cuales retiene la msma
conformacién de dicha protema nativa

El problema resuelto por la presente mnvencién puede ser estmado como el obtener una proteina la
cual es adecuada para ser usada como mmunogeno efechvo en poblaciones complejas de razas
mezcladas para el tratamiento de alergias

Sm embargo, mnguno de los documentos citados en ¢l reporte de biisqueda mternacional, tomado
solo en combinacién con otro cualquiera, perece sugerir la solucién del problema 1dentificado arriba,
disefiar una proteina quménca como se reivindica en la resvindicacién 18 En consecuencia, la
rervindicacién 18 parece mvolucrar un mivel mventivo La rmsma conclusién puede ser tomada de
D14 o0 D15
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La adicién de un ohigonucleotido nmunoestimulador en una composicién farmacéutica es una mem
eleccién que la persona experta podria haber tomado sin acthividad inventiva, basado en el contemdo
de D6, el cual descnibe oligonucleotidos inmunoestmuladores que contienen dinucleottdos CpG no
metilados usados para estimular una inmunorespuesta un sueto (ver el resumen) Las

rervindicaciones 24, 25 carecen consecuentemente de mvel inventivo

D12 descnbe como matena objeto un método para mducir una immunorepuesta a un auto-antigeno
nativo que comprende admumistrar a un sujeto una cantidad efechva de un heteroanalogo o el
antigeno alterado comrespondiente al auto-antigeno nativo y seglin las condiciones que mmducen una
inmunorespuesta a el auto-antigeno nativo

La simple identificacién de epitopes por medio de comparacién de secuencias entre proteinas
andlogas (e g auto y andlogas) y el subsecuente uso de estos epitopes andlogos con el propésito de
obtener una iInmunorespuesta contra un auto-antigeno temendo integrados estos epitopes relacionados
es tivial Por lo tanto, la rervindicacidn 25 es obvia

Comentarios

Claridad (Articulo 6 del PCT)

Se enfatiza que una citocina o un epitope de celula B de ratén pueden también ser derivados de
citocina o epitope de célula B humana El ongen pnmano humano de un producto, 1¢ “siendo
dennvado de” cubre productos que son de ongen humano y que han sido mutados pama cubnr
tilamamente el producto de ratén del estado de la técmica

Se ha notado que la redaccidn de las reivindicaciones 1-3 incluye vacunas que producen uma
respucsia a enfermedades auto-inmunes

Se resalta que un primer uso médico puede ser permatido solamente s1 un producto conocido no ha
sido alin empleado en terapia

En la nueva rervindicacién 27, no se ha proporcionado aplicacién terapéutica La expresién
enfermedad mediada por IL-13 se remonta esencialmente a la 1dentificacién de un mecanismo de
acci6n que no hace claro el alcance de la proteccidn rervindicada Maés aiin, no es claro en que grado
ha sido mvolucrado la IL-13
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Adicionalmente, se resalta que una proteina andloga no tiene una definicién tinica en el estado de la
técnica Se establecen andlogos de proteina en longitud, en actividad, en peso o composicidn de
amnoécidos etc Por consiguiente, esto hace que el alcance de la proteccidn de las rervindicaciones
que emplean tal redaccién sea oscuro

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 9) (EPO-Abril 1997)
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| Basis of the report

1 With regard lo the elements ol ihe nternationat applicahon (Replacernent sheeals which have been lurnished to
the receiving Otfice 1n response to an mnvitation under Arhicle 14 are referred o in this report as “onginally filed”
and are not annexed o this report since they do not contain amendments (Rules 70 16 and 70 17))
Description, pages

150 as onginally hled
Clalms, No
134 as recewed on 14/04/2003 wiith letter of 28/03/2003

Drawings, sheets

113 1313 as onginally filed

. Sequence listing part of the description, pages

1 7 as onginally hled

2 Wih regard to the language all the elements marked above were avaiable or fumished to this Authonty in the
language in whch the international application was hiled unless otherwise Indicated under this item

These alements were avalable or fumished to this Authority in the following language  which i

O the language of a translation furmishad for the purposes of the intamational search (under Rule 23 1(b))
O the language of publication of the mternatonal applicaton (under Rule 48 3(b))

O the language of a translation furnished for the purposes of intematonal preimmary examination (under Rule
55 2 and/or 55 3)

3 Wiih regard 10 any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational appicabon the
. intemahonal prehminary axamination was camed out on the basis of the sequence histing

contained in the intemational apphcation in wntten form

filad together with the ntemational application in computer readable form
tumnished subsequently to this Authonty in written form

furished subsequently to this Authonty in computer readable form

The statament that the subsequently furnished wntten sequence hshing does not go beyond the disclosure in
the Intemational application as fled has been furreshed

The stalemant that the information recorded in computer readabls form Is identcal to the wniten sequence
ksting has baan furmished

0O Dooce®

4. The amendments have resulted in the cancellation of

Form PCTAPEAMOR (Boes VIl Sheet 1) (July 1998)
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the descrnption pages
the clams Nos
the drawings sheets

® Oo0O0CG

This report has been astablished as if (somae of) the amendments had not been made since they have been
considered to go beyond the disclosure as hiled (Rule 70 2(c))

(Any replacemertt sheet containing such amendmenits miist be referred to under tem 1 and annexed 1o this
report )
see separate sheet

6 Addiionnl ohservations f necessary

il Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial applicabllity

1 The questions whether the claimed mvention appears to be novel to involve an inventve step (to be non-
obvious} or to be industnally applicable have not been examined in respect of

O the entwe intermational application

® clamsNos 1529

because

® the saxd mternational application or the said clarms Nos 29 relate 1o the following subject matter which does
not require an intamational prelminary axaminaton {specrfy)
see separale sheet

O the descnption claims or drawings (indicate particuiar elemenis below) or sald clams Nos are so unclear
that no meaningful opimion could be formed (specify)

[J theclaims or »sakl clamns Nos are so iInwdequately supported by tha description that no meaningful opsiion
could be formed

® no intemational search report has been estabhished for the saxd cleums Nos 1-5

2 A meaningful intemational preliminary examination cannot be carried out due to the fallure of the nuciectide
and/or amino acid sequenca listing to comply with the standard prowvided for in Annex C of the Administrative
Instructions

O the wntien form has not been furmished or does not comply with the standard
0O the computer readable form has not been furmshed or doas not comply with the standard

V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industnal apphicabliity,
clitations and explanations supporting such statemsnt

Form PCTAPEA/408 (Boxes | VIll Sheet 2) (July 1988)
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Reference 1s made to the following documents

D1
D2

D3

D4

D5

D6

D7

b8

D10

D12

WO 96 04306 A (SCHERING CORP) 15 February 1996 (1996-02-15)
MCKENZIE AN J ET AL 'Structural companson and chromosomal
locahzation of the human and mouse IL-13 genes' JOURNAL OF
IMMUNOLOGY, THE WILLIAMS AND WILKINS CO BALTIMORE, US, vol
150 no 12 15 June 1993 (1993-06-15) pages 5436-5444, XP002176473
ISSN 0022-1767

BUITKAMP JOHANNES ET AL 'The cattle intedeukin-13 gene Genomic
organization, chromosomal location, and evolution of the promoter ’
IMMUNOGENETICS, vol 49, no 10, 1999, pages 872-878, XP002198871
ISSN 0093-7711

HEINZMANN A ET AL 'Genetic vanants of IL.-13 signalling and human
asthma and atopy ' HUMAN MOLECULAR GENETICS, vol 9, no 4, 1
March 2000 (2000-03-01), pages 549-559, XP002198872 ISSN 0964-6906
EP-A-0 759 468 (VIRBAC LAB) 26 February 1997 (1997-02-26)

WO 96 02555 A (UNIV IOWA RES FOUND) 1 February 1996 (1996-02-01)
cited in the application

WO 93 10235 A (SEBALD WALTER) 27 May 1993 (1993-05-27)
EP-A-0911 401 (BAYER AG) 28 Apnl 1999 (1999-04-28)

WO 96 04388 A (BROWNE MICHAEL JOSEPH ,CHAPMAN CONRAD
GERALD (GB), CLINKENBEARD HE) 15 February 1996 (1996-02-15)

WO 99 46992 A (GREGORY RICHARD J ,GENZYME CORP (US), KAPLAN
JOHANNE (US)) 23 September 1999 (1999-09-23)

The document D13 to D15 were not cited n the mtermnational search report
Copies of the documents are appended hereto

D13 DALUMI etal "Therapeutic antibodies elicited by immunization against

TNF-alpha®" Nature Biotechnology vol 17, July 1999, p 666-669
XP000910155, cited in the apphcation

D14 WO98B 46642
D15 Maecker HT et al " Vaccination with allergen-IL-18 fusion DNA protects

against and reverses established, airways hyperactivity in a munne asthma
model®, The Joumnal of Immunology 15 January 2001, vol 166, p 959-965,

Fomn PCT/Soparnie Shool/409 {Shout 1) (EFO-Aprd 1007)
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XP002943717
Ad Section Il Priority

1 Priority (Article 8 PCT)

The pnonty date for the clamed subject-matter of clams 14-17,24,25 appears to
be invalid, insofar as these aspects are not directly and unambiguously disclosed
in the priority document filed

There 1s no description of a mutated human IL-13 having one or more of the
substitutions as histed in claim 14 or having one or more of the following sequence
as hsted in claim 17 There 1s neither a basis in the pnonty document for
immunoshmulatory oligonucleotides as recited in clams 24 and 25 As a
consequence, the documents cited in the search report as "P" documents is
relevant prior art for these claims

Ad Section lll Non-establishment of opinion
2  Artcle 34 (4)(a) (1) and Rule 67 1 (iv) PCT

21 Ongnal claims 1-5 were not searched, because said claims covered an extremely
large number of possible compounds such as to render a meaningful search of
these clams impossible As a consequence, no opinion will be 1ssued conceming
said clam 1-5

For the assessment of the present claim 29 on the question whether they are
ndustnally applicable, no unified cntena exist in the PCT Contracting States The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claams The EPO,
for example, does not recognize as industnally applicable the subject-matter of
claims to the use of a compound in medical treatment, but may allow, however,
claims o a known compound for first use in medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment

Claims 29 relate to subject-matter considered by this Authonty to be covered by
the provisions of Rule 67 1(v) PCT Consequently, no opinion wili be formulated

Form PCT/Separats Sheet/400 (Shoet 2) (EPO-Aprl 1997)
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with respect to the industnal applicability of the subject-matter of these claims
(Article 34(4)(a)(1) PCT)

22 Amendments (Article 34{2)(b) PCT)

Although claim 1-5 were not searched, dependent clams 6-9, for which a
searched has been carried out refers to these clams As such, claims 1-4 needed
to be assessed with regard to Article 34 (2) PCT

2 2a Amended claim 4, hled with the letter dated 28 3 03, introduces subject-matter
which extends beyond the content of the application as filed New claim 4
charactenzes the use of a product charactenzed by a specific combination of
features, which was not directly and unambiguously disclosed in the application as
filed This combination of features is the result of a specific selection among
passible alternatives disclosed for each and every feature which was never
disclosed in combination in the present application Thus, claim 4 contravenes
Article 34 (2) PCT
The same objection based on the same rationale i1s vahd for the product clamed
in clams 10 to 13 and 26, 31-32

2 2b No basts could either be found for claim 33 Thus, this clam cgglraveneiArtlcle
34 (2) PCT

2 2¢ The remaining amendments appear to comply with Article 34(2)(b) PCT and thus
seems admissible

Since new claims 4, 10-13, 26, 31-33 go beyond the present _glsclosur_g as filed,
IS Intemational nary exammation report has been as if these

claims had not been flled

Ad Section V Reasoned statement under Rule 66 2(a)(i), citations and
explanations supporting such statement

3  Novelty (Article 33 (2) PCT)

Morm PCT/Sepamite Shoat/409 (Shecot ) (EPO-Apri 1897)
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31 Prelmnary comments

Products defined in terms of processes for their preparation (known as
"producl-by-process” ¢claims) have to be interpreted in an absolute sense, 1©
independently of the process, and are admissible only If the products themselves
fulfil the requirements set forth in the PCT {e g Article 33 (1), Article 6, PCT)
Further a product produced by a particular process (recombinant) does not
necessarly render the product novel and inventive unless said process confers
novel and inventive features to the product clamed The same is valid for chimenc
product which are charactenzed by means of a process of inking two independent
components

At present, neither the process of being obtained by recombinant means nor the
process of being obtained by a chimenc process confers to the claimed product
features which distinguish said product from pnor arnt products

The use of a chimenc recombinant interleukan protein In the manufacture of a
vaccine "for treating” as claimed in claim 9 refernng back to clam 1 cannot be
distinguished from the use of mutated [L-13 for the manufacture of a medicament
"for the treatment” of asthma The difference between these uses lies solely in
the mechanism of action the composition acts, 1 e aeither by competition for
common receptors or by eliciting a immune response The mere explanation of an
effect obtained when using a known composition (only identified by its intended
use) cannot confer novelly to a known process, If said skilled person is already
aware of the occurrence of its desired effect "treatment of asthma"

32 New clams 6-8 have been amended to allegedly refer to a second medical
format However, in the present case, the accepted and recogmzed wording 1s the
following " use of product X for the manufacture of a vaccine for treating disease
Y* has not been followed Indeed, breaking B-cell tolerance Is not considered as a
therapeutic apphcation, but descnbes oniy a—r-rt;ndedym mechanism of achion
Thus, in order to comply with a second medical format, claims 1-3 are missing the
necessary therapeutic application
These claims refers, accordingly, to the use of product X for the manufacture of a
vaccine, 1e a composition capabile to elicit an iImmune response

Form PCT/Separate Sheeat/408 (Sheet 4) (EPO-Aprll 1067)
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Since D1 discloses the provision of a composition for generating antibodies for

diagnostic purposes, said teaching anticipates the subject-matter of clams 6-8
(see D1 p 19)

~
3 3 Insofar as the newly submitted claims 10-13,.26;-31-32-eontravene Am@_&l_(b)___?

PCT (see point 2 2), they are not considered to be filed New claim 14 i1s therefore
considered to be an independent claim

In the hight of the conclusion drawn in points 3 1 and 3 3, the subject-matter
claimed in new claim 14 to 17 lack novelty over the following pnor art teaching

3 3a Mouse IL-13 shares 57% dentity in 131 aa overlap to human IL-13 Mouse IL-13
polypeptide may also be considered as a human mutated IL-13 The polypeptide
. contains at least one mutation which i1s charactenstic of an analogous non-human
protein 1¢ mouse polypephde and 1s capable of raising antibodies in human
Said mouse IL-13 polypeptide, | € mutated human IL-13, is structurally similar to
the human IL-13 protein so that antibodies bind both the human IL-13 protein and

said mouse IL-13 polypeptide (e g epitopes LKELIEEL or PLCNGSMVWS or
DTKIEVA)

3 3b Mouse IL-13 has B cell epitopes from a human self-antigen (e g LRELIEEL) and
a mutation that gives nse to a sequence of an analogous protein of a mouse
LKELIEEL such that the protein is able to raise in human an iImmune response
that recognizes the natural human IL-13

3 3c Mouse IL-13 has B cell epitopes of a human IL-13 self-protesn which is grafted by
‘ substitution, into a framework of a mouse IL-13 (e g PLCNGSMVWS or DTKIEVA)
and a mutation that gives nse to a sequence of an analogous protein of a mouse
such that the protein is able to raise in human an iImmune response that
recognizes human IL-13

3 3d Therapeutic formulations may be administered in any conventional dosage
formulation (see D1, p 25 hnes 16-17)

Consequently, claims 6-8,14-17, 19, 27, 29 lack novelty over mouse P600

Form PCT/Separaie Sheet/4D9 (Sheet 5) (EPO-Apfl 1889T7)
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disclosed in D1 (see D1 clams 11-16,17)

34 The applicant is requested to note that the content of D2 (see Fig 2, 4), D3 (see
Fig 2 e g epitopes RELIEELSN, FCAALESL, KIEVAQFLKDLL and Table 1
cattle/human) anticipates one or more of the claims 14-17, 19-23 of the present ]
application as well

3 5 D4 descrbes genetic vanants of human IL-13 Gin110Arg which is involved in
asthma (see abstract) In case-control study of British subjects, the Gin110
significantly associated with asthma, especially chronic unremitting asthma Ina
second case-control study of Japanese subjects, GIn110 associated with atopic
and aiso non-atopic asthma In view of the content of D4, present claims 14-17
lack novelty

36 D5 describes feline interleukin-4 and mutant forms thereof These are used for
therapeutical treatments of a vanety of diseases This teaching anticipates, for the
same reasons as developed in point 3 3 above, present claims 14-17, 19-23, (see
D5 clams 567 8,12,13,15,16)

37 D7 descnbes hiL-4 muteins and vectors (see clams 2-6) Similarly, D8, D9
descnbes hiL-4 mutants and D7, moreover, hiL-4 for use in therapy (see all
clams) They anticipate present claims 14-17, 19-22

38 D10 descnbes a soluble protein having IL-4 and/or IL-13 antagonist activity
comprnsing an IL-4 mutant or vanant fused to a human immunoglobulin constant
domain or fragment thereof (see abstract) Antagonism of the effect of IL-4 on T or
B-lymphocytes can therefore be expected to have beneficial effects on allergic
diseases such as extnnsic asthma IL-13 has been recently identified and shares
similarity in many of the biological properties of IL-4
Suitable IL-4 mutants are those wherein at least one amino acid, naturally
occumng in wild-type IL-4 at any one of position 120 to 128 inclusive, is replaced
by a different natural amino acid {(see p 1 hnes 10-13, lines 18-20, p 2 ne 41 to
p 3 line 3, clams 1,2) Fusion proteins are also generated in D10 (see example 1
IL4Y124D/IgG1 or example 2 IL4Y124D/1gG4)

The use of a mutated IL-4 and/or IL-13 in the manufacture of a medicament for

Form PCT/Separate Sheet/400 {Sheet 6) (EPO-Apsil 1007)
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39

41

42

43

the use in the treatment of conditions resulting from undesirable actions of IL-4
and/or IL-13 as clamed in D10 claim 19, which embraces IgE mediated allergic
diseases, such as exirinsic asthma, anticipates present claim 9 (see aiso item

3 1) In view of this teaching, present claims 6-9, 14-17,19-23, and 27-29 lack
novelty

None of the document cited in the intemational search report discloses a mutated
human IL-13 as shown in Figure 9 Thus claim 18 saems novel

Inventive step (Article 33 (3) PCT)

Claims which refer to vectors, phammaceutical compositions, hosts, and methods
for prepanng a proteins are well known in the art The combination of these known
applications witth either a known or obvious amino acid sequence or a nucleotide
sequence (see poinis 3 above) as claimed in claims 24-25,30, 34 would have
been considered by the skilled person in accordance wrth circumstances As a
consequence, these clams lack an inventive step

Document D13 crted in the present application as background art 1s considered to
represent the most relevant state of the art It descnbed the insertion of a single
class || MHC-restrnicted epitops in TNF-alpha This construct elicited an immune
response

The difference between D13 and present claim 18 is that it relates to a mutated
IL-13 which provides a multiplicty of potential T cell eptopes, which retains the
same conformation as said native protein

The problem to be solved by the present mvention may therefore be regarded as
to obtan a protein which i1s suitable to be used as effective iImmunogens in

complex outbred populations for treating allergies

However, none of the document cited in the intemational search report, taken
alone or in any combination, seems to suggest to solve the problem identified
above, lo design a chimenc protein as claimed in claim 18 Accordingly, claim 18

seems to involve an mventive step The same conclusion may be drawn starting
from D14 or D15

The addition of an immunostimulatory oligonucleotide in pharmaceutical

Form PCT/Separate Shast/400 (Shaet 7) (EPO-Aprl 1967)
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44

compositions is a mere choice the skilied person would have envisaged without

inventive activity, based on the content of D6, which descnbes iImmunomodulatory
oligonucleotides containing unmethylated CpG dinucleotides used for stimulating

an immune response In a subject (see abstract) Claims 24,25 lack accordingly an
inventive step

D12 descnbes a method of inducing an immune response to a native self-antigen
in a subject-matter compnsing admimistenng to the subject an effective amount of
a heterologous or altered antigen corresponding to the native self-antigen and
under the conditions that induce an immune response to the native self-antigen
The mere identification of epitopes by means of sequence compansons between
analogous (e g self and analogous) proteins and the subsequent use of these
analogous epitopes for the purpose of obtaining an )iImmune response agamnst a

self antigen having integrated these foreign related epitopes iIs tnvial Thus, claim
25 1s obvious

Remarks

Clanty (Article 6 PCT)

It 1s emphasized that a mouse cytokine or B-cell eptope may also be denved from
human cytokine or B-cell epitope The human pnmary origin of a product, 1 e
*being denved from" covers product that are of human ongin and have been
mutated to ulimately cncompass pnor art mouse product

It has been noticed that the wording of the claims 1-3 includes vaccine whiclr are
eliciting auto-immune diseases

It 1s underlined that a first medical use may be allowable only if a known product
has not yet been used in therapy

In new claim 27, no therapeutic application has been provided The expression IL-
13 mediated disease amount essentially to the identrfication of a mechanmism of
action which is renders the scope of protection clamed unclear It is not even
clear to what extent iL-13 has to be involved

Form PCT/Separate Sheat/400 (Sheet 8) (EPO-Aprl 1997)
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Itis m addiion stressed thal an analogous protemn does nol have a unique

definion in the art Is said protein analogous in length, in activity, in weight or
amino acid composition etc  Accordingly it renders the scope of protection of

claims using such a wording obscure

Form PCT/Sepasis Shest/408 (Shost 8) (EPO-Aprl 1987)
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Claims (as amended 28/03/03)

1 Use of a chimaenc recombinant protein having B-cell epiiopes from a self-

protein of a first mammalian species and a mutation that gives nse to a sequence of
an analogous protein of a mammalian species which 1s different from said first
mammahan species, such that the protein 1s able to raise an immune response that
recognises the natural protein from which the B-cell epitopes are denved n the first
mammalian species, in the manufacture of a vaccine for breaking B-cell tolerance
and thereby raising an immune response against said self protein In said first
mammalian species

2 Use of a chimaenc recombinant protein having B-cell epitopes of a self-
protein of a first mammalian species which are grafted, by substtution, nto a frame
work of an analogous protein from a second mammallan species such that the

“ protein is able o raise In the species in which the B-cell epitopes are denved, an
immune response that recognises the natural protein from which the B-cell epltopes
are derived, in the manufacture of a vaccine for breaking B-cell tolerance and
thereby raising an immune response against said self proten in said first mammalan

species

3 Use as claimed in any of claims 1 or 2, the protein comprising conserved
surface region, and a mutation introduced into the non-surface exposed region, said
mutation giving rise to a sequence of an analogous protein such that the protein is
able to raise an iImmune response to the self protein in the species from which the
self-protemn 1s denved, In the manufacture of a vaccine for breaking B-csll tolerance
and thereby raising an immune response against said self protein in sad first
mammalian species

4 Use as claimed in any one of claims 1 to 3 wherein the protein 1s a human
protein and the amino acid sequence thereof 1s mutated to give rise to a sequence of
more than 5 contiguous amino acids from an analagous non-human protein, and
also wherein said mutation replaces more than one amino acid of the native human

AMENDED SHEET ~
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amino acid sequence in each non-surface exposed region of the human protein and fpg
is not present in residues which are surface residues in the native folded active
protein in aqueous solution under physiological conditions

5 Use as claimed in any one of claims 1 to 4 wherein the immune response is a
neutralising antibody response

6 Use as claimed 1n any of clams 1 to 5 wherein the protein, or B-cell epitope Is
denved from a human cytokine

7 Use as claimed in claim 6, wherein the human cytokine is a 4-helical cytokine
8 Use as claimed m claim 7 wherein the human cytokine is IL4 or IL-13

9 Use as claimed in claim 8 whereln the human cytokine 18 IL-13 and the
vaccine is for the treatment of asthma

10 A recombinant chimaenc protein compnsing the amino acid sequence of a
human protem wherein the amino acid sequence has been mutated to give nse to a
sequence of more than 5 contiguous amino acids from an analagous non-human
protein, and also wherein more than one amino acid of the native human sequence
is replaced In each non-surface exposed region of the human protein and not in
resxdues which are surface residues in native folded active protein in aqueous
solution under physiological conditions

11 A recombinant protein as claimed In claim 10 wherein the human protein
amino acld sequence has been mutated to substitute the non-surface exposed
regions of the human protein with the equivalent sequences from an analogous non-
human protein whilst conserving the surface exposed B cell epitopes

12 A recombinant proten as claimed in claim 10 or 11, wherein the human
protein i1s IL-4
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* 13 A recombinant protein as clamed in claim 10 or 11 wherein the human protein 1
1s IL-13

14 A recombinant mutated human — JL-13 as claimed in claim 13, having one or
more of the following substitutions or a substitution involving a conservative

substituton thereof

at position 30

at poslton 37

at posltion 63

at posthion 65

at position 68 '
position 80

at position 81

at position 85
at posttion 87
at position 113
at posttion 115
at position 117

o

C<pe@ZTXMmMmMmD>» X<
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X~ II~-33<0<Tn=X
8

15 A mutated human IL-13 as claimed in clarm 14 having a pluraity of the listed
substitutions

16 A recombinant mutated human as clamed in claim 14, compnsing all of the
Iisted substitutions or a substitution Invoiving a conservative substitution thereof

17 A mutated human IL-13 as claimed in claim 12, having one or move of the
folloming sequences

- ——
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FCVALDSL
AIYRTQRILHG
KIEVAHFITKLL
or a vanant of said sequence compnsing one or more conservative substitutions

18 A mutated human IL-13 as claimed in claim 17 having the sequence
shown in figure 9

19 A polynucleotide encoding a protein of claims 10 to 18

20 A polynuclectde of claim 19 which is a DNA and is operably inked to a
W promoter

21 A vector comprising a polynucleotide of clam 19 or 20

22 A host transformed with a polynucleotide of claim 19 or 20 or vector of clam
21

23 A vaccine composition compnsing , a proteln, polyntucleotide, or vector as
claimed In any of claims 10 to 22 with a pharmaceutically acceptable carrier or

excipient, for use in medicine

24 A vaccine composition as claimed in claim 23 further compnsing an
immunostmulatory oligonucieotide

25 A vaccine composition as clamed in claim 24 wherein the iImmunostimulatory
oligonucleotide 1s selected from the group

OLIGO 1(SEQ ID NO 1) TCCATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)

AMEND EET
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' OLIGO 2 (SEQ ID NO 2) TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)

= OLIGO 3(SEQ ID NO 3) ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
OLIGO 4 (SEQ IDNO 4) TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
OLIGO 5 (SEQ ID NO 5) TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

26  Use of a proten as claimed In claims 10 or 11 in the manufacture of a vaccine
for breaking B-cell tolerance and thereby raising an immune response against said
self antigen in a human

27  Use of a protein as claimed in any of claims 12 to 18 in the manufacture of a
medicament for the treatment of IL-13 mediated diseases

28 Usa as clamed in claim 27 for the treatment of asthma

29 A method for the treatment of prophylaxs of IL-13 mediated disease
comprising the administration of a safe and sffective amount of composition
according to claim 21 to a patient In need thereof

30 A method for the preparation of a protein according to any of clams 10 to 11
which method compnses

1 identficabon of one or more reglons of a self, typically human, protein against
which an antibody response is desired
2 Identfication of the amino-acid sequence of the self proten

t 3 dentificaton of the amino-acid sequence of an analogous proten
construction by recombinant DNA techniques of a chimaenc molecule contalning
at least one target region identified in step 1, whose amino-acid sequence s taken
from the sequencse identified in step 2, and
sufficient amino-acids from the sequence(s) identified In step 3 to enable the
resulting protein to fold into a shape similar o that the self protein such that the
mutated protein can raise an immune response that recognises the self protein

o
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31 A method for producing a self protein vaccine for breaking B-cell tolerance
and raising an immune response against a self antigen in a human compnsing (a)
taking a human protein, and (b) mutating the human protein amino acid sequence to
give nse to a sequence of more than 5 contiguous ammo acids from an analagous
non-human protein, and also wherein more than one amino acld of the native human
sequence 1s replaced in each non-surface exposed region of the human protein and
not in residues which are surface residues in native folded active protein in aqueous
solution under physiological conditions

32 A method for producing a self proten vaccine as claimed In claim 31,
compnsing (a) taking a8 human protein, and (b) substituting non-suiface exposed
amino acids with the equivalent amino acids from an analogous protein from a non-
human mammalian species whiist conserving the surface exposed B-cell epliopes

33 A method for producing a self vaccine compnising the manufacture of a
chimaenc recombinant protein compnsing conserved surface reglons of a human
protein, and a mutation introduced into a non-surface exposed region, said mutation
giving rise to a sequence of an analogous protemn such that the protein is able to
raise an immune response to the human protein in a human, and formulating sald
chimaeric recombinant anbgen into a vaccine formulation

34 Use of a polynudlectide, or vector compnsing said polynucleotde, encoding
the chimaenc recombinant protein descnbed in any one of claims 1 o 3, In the
manufacture of a vaccine for breaking B-cell tolerance

GB0200900
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VACUNA

RESUMEN - OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se reflere a un polipéptido alslado, qtll
en la inmunizacién contra auto-antigenos En particular, ia invencion se
refiere a una auto-proteina que es capaz de elevar auto-anticuerpos
cuando se administra in vivo La Invencién se reflere particularmente a la
conversiébn de cltocinas humanas inmunogénicas en humanas La
invenclén se reflere ademé&s a composiclones farmacéuticas que
comprenden tales compuestos y sus usos en la medicina y los métodos

para su produccidén
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VACUNA

La pressente Invencién se reflere a un polipéptido aislado, Gtil
en la inmunizacidén contra auto-antigenos En particular, la invenclén se
reflere a una auto-protelna que es capaz de elevar los auto-anticuerpos
cuando se administra /1n vivo La invencidn se reflere particularmente a la
conversién de cltocinas humanas inmunogénicas en humanas La
invenciébn se refiere ademés a composiciones farmacéuticas que
comprenden tales compuestos y su uso en la medicina y a los métodos
para su produccién

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El asma es una enfermedad crénica del puimén originada por
inflamaclén de las vias aédreas inferiores y se caracteriza por recurrentes
problemas de respiracién Las vias aéreas de los pacientes son sensibles
y se dllatan o Inflaman hasta clerto grado todo el tlempo, Incluso cuando
no existen sintomas La inflamacidbn da como resultado el angostamlento
de las vias aéreas y reduce el flujo de aire hacia el interlor y exterlor de
los pulmones, haciendo dificil la resplraclén y conduclendo al ]Jadeo,
tensidn del pecho y tos El asma se activa por super-sensibilidad hacia
alérgenos (por ejemplo, 4caros de polvo, pélenes, moho), irritantes (por
ejemplo, humo, emanaclones, olores fuertes), Infecciones respiratorias,
ejercicio y clima seco Los actlvadores irritan las vias aéreas y el
revestimlento de las vias aéreas se dilata para volverse Incluso més

inflamado, el moco obstruye entonces la via aérea y los musculos
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alrededor de las vias aéreas se tensan hasta que la respiracién se vuelve
dificil y estresante y aparecen los sintomas de asma

COPD es un término amplio para describlr enfermedades del
tracto respiratorio, que muestra sintomas similares al asma y se trata con
los mismos farmacos COPD se caracteriza por una obstruccléon del flujo
de aire cronica, progresiva y enormemente Iirreversible La contribucién
del individuo al curso de la enfermedad se desconoce, pero el fumar
cigarrillos se piensa que origina el 90% de los casos Los sintomas
incluyen tos, bronquitis crénica, quedarse sin allento e Inyecclones
respiratorias Finaimente, la enfermedad conduce a una severa
discapacidad y a la muerte

Como resultado de diversos problemas asociados con la
produccidn, administraciéon y tolerancia de antlcuerpos monoclonales,
existe un Iinterés Incrementado sobre métodos para la instruccién al propio
sistema Inmune del paciente a generar anticuerpos enddgenos de la
especificidad adecuada por medio de vacunaclén Sin embargo, los
mamiferos generalmente no tienen anticuerpos de titulo elevado contra
auto-protelnas presentes en suero, ya que el sistema Inmune contiene
mecanismos homeostaticos para prevenir su formacién La Importancla de
estos mecanismos de toleranclia se llustra por enfermedades como la
miastenla grave, en la cual los auto-anticuerpos dirigidos al receptor de
acetilcolina nicotinica del misculo esquelético originan debilidad y fatiga
(Drachman, 1884, N Eng/ J Med 330 17987-1810) Por consiguiente, existe
una necesidad de un enfoque de vacuna que sea capaz de proporcionar

mecanismos de tolerancla a antlcuerpos sin inducir patologlas mediadas
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Se han disefiado varias técnicas con el propésito de romper la
tolerancla a células B sin inducir necesariamente toxicldad auto-inmune no
aceptable Sin embargo, todas tienen desventajas significativas

Una técnica involucra la degradacién quimica ya sea de la
auto-proteina (o péptidos derivados de ésta) hacia una proteina vehlculo
altamente Inmunogénica, tal como hemocianina de lmpeto clave
(Antilcuerpos °“A Laboratory Manual® Harlow, E y Lane D, 1988 Cold
Spring Harbor Press) Este enfoque es una vanante del sistema vehlculo
de hapteno ampliamente utlllzado para elevar los anticuerpos hasta
objetivos escasamente inmunogénicos, tales como compuestos quimicos
de bajo peso molecular Sin embargo, el procesc de conjugacién quimica
puede destruir epitopes potencialmente valloso y gran parte de Ila
respuesta de anticuerpos evocada se dirige a la proteina vehlculo
Ademas, este enfoque es (nicamente aplicable a la vacunacion de
proteinas y no es compatible con inmunogenes de acido nucleico

Una variante en la técnica de proteina vehiculo involucra la
construccion de un gen que codifica una proteina de fusién que comprende
tanto la proteina vehlculo {por ejemplo, proteina de nicleo de hepatitis B)
como también una auto-proteina (el antigeno de nlcleo de virus de
hepatitis B como un vehlculo para péptidos Inmunogénicos, Biological
Chemistry, 380 (3) 277-83, 19989) EIl gen de fusién puede administrarse
directamente como parte de una vacuna de &cido nucleico De manera
alternativa, puede expresarse en una célula huésped adecuada /n vitro,

purificarse el producto genético y suministrarse entonces como una vacuna
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convencional, con o sin un adyuvante Sin embargo, la fuslén de una
proteina vehiculo grande con la auto-proteina puede constrefiir o
distorsionar la conformacién de la auto-proteina, reduclendo su eficlencia
al evocar anticuerpos trans-reactivos con la molécula nativa También,
como los sistemas de vehiculo degradados, tradicionales, la mayor parte
de la respuesta de los anticuerpos se dirige a la parte de vehiculo de la
fusibn Las respuestas anti-vehiculo pueden lIimitar la eficacia de las
administraciones de refuerzo, subsecuentes, de la vacuna o incrementar la
oportunidad de reacciones alérgicas o anafilaticas

Un enfoque més refinado se ha descrito por Dalum y colegas
on donde una sola clase |l de epltope restringido por MHC se inserta en la
molécula objetivo Demostraron el uso de este método para inducir
anticuerpos hacia ublquitina (Dalum et a/, 1886, J Immunol 157 4796-
4804, Dalum ef al/, 1997, Mol Immunol 34 1113-1120) y la citoslna TNF
(Dalum et a/, 1999, Nature Biotech 17 666-669) Como resultado, toda la
ayuda de células T debe surgir ya sea a partir de este epitope dnico o a
partir de secuenclas de unlén Aunque este enfoque puede funcionar bien
en sujetos que poseen el aplotipo de clase Il de MHC, adecuado, para los
cuales se disefi® la vacuna, o incluso aquellos lo suficientemente
afortunados para tener moléculas de clase |l capaces de unir epitopes de
unién, en cualquier poblacién de multiplicacién por razas normal, tal como
aquelia tipica de los humanos, habra una porcién significativa de la
poblacién para quienes no funcionard la vacuna Adicilonalmente, ya que
el epitope insertado es tiplcamente proveniente de una proteina bastante

no relacionada, tal como ovalbumina o lisozima, es probable que la
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sacuencia adicional Interflera hasta clerto grado con el doblez de Ila
proteina objetivo, previnlendo la adopcibn de una conformacién
completamente nativa de la proteina objetivo

En contiraste con todo lo anterior, la presente Invencién
proporciona una muitiplicidad de epitopes de célula T potenciales, retiene
adn la molécula objetivo en una conformacion cercana a la forma nativa
Estas propledades permiten que las vacunas de la presente invencién sean
inmunogenes eficaces en poblaclones de multiplicacibn por razas
complejas, tales como aquellas compuestas de pacientes humanos Estas
propiedades se logran mediante la conversién de una mutacidn en una
auto-protelna para producir una secuencia en ese punto que puede
encontrarse en una proteina analoga

Varios documentos recientes han definido un papel critico para
la citosina Th2 IL-13 al manejar patologia en el modelo de ovalbumina de
asma alergénico (Wilis-Karp et a/, 1998, Gruning et a/, 1988) En este
trabajo, los ratones previamente sensibilizados a ovalbumina se Inyectaron
con un receptor IL-3 soluble que se une y neutraliza IL-13 La hiper-
capacidad de respuesta de la via aérea al problema de acetiicolina se
extirpd por completo en el grupo tratado E! analisis histolégico revel6 que
los ratones tratados hablan revertido la metaplasia celular de globete
observada en los controles En los experimentos complementarios, los
niveles de IL-13 en el pulmén se elevaron por sobre-expresidon en un ratén
transgénico o por instalacién de proteina en la traquea en ratones de tipo
silvestre En ambos parametros, se observaron la hiper-capacidad de

respuesta de la via aérea, la Invasidon eosinéflla y la produccidn



10

15

25

-6 -
incrementada de moco (Zhu ef al, 1999) Estos datos muestran que la
actividad de IL-13 es tanto necesaria como suficlente para producir varias
de las principales caracteristicas clinicas y patoléglcas del asma alérgico
en un modelo bien validado

Por consiguiente, una vacuna capaz de dirigir una respuesta
neutralizante a IL-13 constitulria una terapla Gtil para el tratamiento de
asma alérgico en humanos También tendria aplicacién en el tratamiento
de clertos desdérdenes relacionados con Infecciébn por helmintos
(Brombacher, 2000) vy enfermedades donde la producclén de [L-13 se
implica en fibrosis (Chiaramonte et &/, 1989), tal como enfermedad
pulmonar obstructiva cronica La presente invencibn se dirige a esta
necesidad

Los conceptos y principios de la invencién se establecen asl
con respecto a IL-13, pero pueden aplicarse a cualquler proteina de

mamifero que tiene una proteina anéloga en una segunda especie

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidn proporclona un pollpéptido alslado que
es al menos 30% pero menos de 100% idéntico a una protelna humana,
cuyo polipéptido

(a) contiene al menos una mutacién que es caracteristica de
una protelna analoga no humana, y

(b) es capaz de elevar anticuerpos en humanos y

(c) es suficientemente simllar de manera estructural a la

protefna humana para que los anticuerpos se unan tanto a la protelna

Ao A
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humana como al polipéptido, y

(d) en donde el polhipéptido no es un anticuerpo

Por lo tanto, la invencidn proporciona en una modalidad, una
proteina que tiene epitopes de célula B provenlentes de un auto-antigeno
mamifero y una mutaclén que dan lugar a una secuencia de una proteina
analoga de una segunda especie mamifera, de tal manera que la protelna
es capaz de elevarse en las especies de las cuales se derivan los epitopes
de célula B, una respuesta inmune que reconoce la proteina nativa de la
cual se derivan los epitopes de célula B

Preferentemente, la secuencia de la proteina analoga es de
méas de 5, mas preferentemente mas de 8 amino acidos contiguos Por lo
tanto, la proteina de la presente invenciédn contiene una secuencia que es
idéntica a la secuencia analoga para al menos 5, preferentemente al
menos 8 amino acidos consecutivos En una modalidad alternativa, una
proteina se proporciona teniendo epitopes de célula B de una auto-
protelna, los cuales se injertan por substituciéon, en una estructura de una
proteina analoga de una segunda especie mamlifera de tal manera que la
proteina es capaz de elevarse en las especies de las cuales los epltopes
de célula B derivan una respuesta Inmune que reconoce la proteina natural
de las cuales se deriva los epltopes de célula B

Se apreciard que |la proteina de la presente invencién no son
un anticuerpo

La respuesta inmune provocada es preferentemente una
respuesta de anticuerpo, méas preferentemente una respuesta de

anticuerpo neutralizante
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En general, la mutacién se introduce preferentemente en la
region expuesta no superficlai de la molécula, de tal manera que se
conservan las regiones expuestas superficlales Las regiones expuestas
superficlales son accesibles al sistema Inmune y, en consecuencia, con
frecuencia contienen epitopes de célula B De acuerdo con lo anterlor, la
presente invencién proporciona una proteina que comprenden regiones
expuestas superficiales, conservadas, de una auto-protelna y una mutacién
Introducida en la regiébn expuesta no superficlal, dando lugar dicha
mutacién a una secuencia de una protelna andloga de tal manera que la
protelna es capaz de provocar una respuesta Inmune a la auto-proteina
que se origina en la especie de !a cual se deriva la auto-proteina

La auto-protelna es preferentemente una proteina humana,
pero puede ser una protelna de cualquier mamifero en la cual se desee
elevar una respuesta auto-inmune La respuesta inmune es
preferentemente especifica a la protelna nativa y al Inmunogen de la
Invencién Es decir, tiene trans-reactividad minima o capacidad
neutralizadora con respecto a otras auto-proteinas

El auto-antigeno es preferentemente una citosina, mas
preferentemente una citosina helicoldal 4, mas preferentemente IL-4 o IL-
3, méas preferentemente IL-13 Por lo tanto, en una modalidad preferida de
la presente nvencibn, se proporciona una proteina quimérica que
comprende epltopes de célula B provenlente de IL-13 Humana presentada
en una estructura 6sea IL-13 murino Tal construccidbn es capaz de
provocar una respuesta de anticuerpo anti-IL-13 especifica en humanos

Tal construccibn se muesira en la figura 9 (seq ID No 21 y 22) De
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manera simllar, una construcclén IL-4 que comprende reglones IL-
superficiales humanas y estructura de trabajo murino, se presenta en la
figura 13 (Seq ID No 25)

La invencion también proporciona

- un vector de expresién que comprende un polinucledtido
de la invencion y el cual es capaz de expresar un polipéptido de la
invencién,

- una célula huésped que comprende un vector de
expresién de la invencion,

- un método para producir un polipéptido de la invencién,
cuyo método comprende el mantenimlento de una célula huésped de la
invencidon bajo condiclones adecuadas para la obtencién de la expresién
del polipéptido y el aislamiento de dicho polipéptido,

- una composicibn de vacuna que comprende un
polipéptido o pollnucleétido de Ila nvencibn y un vehlculo
farmacéuticamente aceptable

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para el
disefio y preparacion de un polipéptido de acuerdo a la invencidén, cuyo
método comprende

1 identificaciéon de una o mas regiones de una auto-
proteina, tipicamente humana, contra la cual se desea una respuesta de
anticuerpo

2 identificacibn de la secuencia amino-a4cida de la auto-
proteina,

3 identificacién de la secuencla amino #dcida de una

M z2
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construccién de proteina anadloga mediante técnicas recombinantes de
ADN de una molécula quimérica que contiene al menos una regién objetiva
identificada en la etapa 1, cuya secuencia amino acida se toma de la
secuencia identificada en |la etapa 2, y

suficientes amino Acidos de la(s) secuencia(s) identificada(s)
en la etapa 3 para permitir que la proteina resultante se doble en una
forma similar a la de la auto-proteina de tal manera que la proteina mutada

puede provocar una respuasta Inmune que reconoce la auto-proteina

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

GST = glutationa S-transferasa, rmiL-13 = IL-13 de ratén
recombinante, rhiL-13 = IL-13 humano recombinante, cIL-13 = IL-13
quimérico

Figura 1 Secuencia de construccién de vacuna IL-13,
quimérica, de ratébn Los simbolos amino &cidos subrayados denotan IL-13
humano de secuencia, los simbolos no modificados son de IL-13 murino

Figura 2 Anélisis de GST cIL-13 por 4-20% Tris-glicina gel de
SDS-PAGE (Novex), tefiildo para protelna total con Azul Coomassie

Figura 3 Analisis de manchado Western de GST-¢IL-13

Figura 4 Analisis ELISA de clL-13 e interaccion de GST-clL-
13 con anticuerpo policlonal de antl-miL-13, anticuerpo policlonal de anti-
hiL-13 y anticuerpo policlonal de anti-GST

Figura 5§ Analisls de ELISA de la interaccion de cIL-13 y GST-
clL-13 con los receptores de miL-13, miL-13Ra1 Y Mil-13ra2

Figura 6 Manchado Western de anti-fosfo-STATGE de llsatos
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A548

Figura 7 Respuestas de anticuerpo inducidas por
inmunizacidén con GST-clL-13 (ratén F5) o clL-13 (Ratdén E5)

Figura 8 Analisis de manchado Western de anti-fosfo-STATS
de lisatos A549

Filgura 9 Vacuna quimérica de IL-13 para utllizarse en
humanos Los simbolos amino écidos subrayados denotan la secuencia
encontrada en IL-13 murino, los simbolos no modificados son de IL-13
humano

Figura 10 Los perfiles de anticuerpo de IL-13 de anti-ratén
siguen la administraciébn de cIL-13 en combinacién con diversos
adyuvantes

Figura 11 Capacidad de neutrallzaclén de suero de ratones
después de la administracléon de clL-13

Figura 12 clL-13 ailternativo para utilizarse como un
inmunogen de ratén

Figura 13 IL-4 quimérico para utlllzarse en vacuna de antl IL-

4 humano

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
A través de toda esta especificacidn y las reivindicaciones
anexas, a menos que el contexto lo requiera de otro modo, las palabras
“comprende” e “Incluye®™ o variaciones tales como “que comprende”,
“‘comprender®, “que Incluye®, “incluir®, stc , deben considerarse de manera

inclusiva, es decir, el uso de estas palabras implicaréa la posible inclusién

D2
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de enteros 0 elementos no citados especificamente

Segan se describe en la presente, |la presente Invenclon se
refiere a polipéptidos aislados y polinucledtidos aislados En el contexto
de esta Invencién, el término “aislado” se intenta que comunique que el
polipéptido o polinucleétido no se encuentra en su estado nativo, ya que
8o ha purificado al menos hasta cierto grado o se ha producido de manera
sintética, por ejemplo, mediante métodos recombinantes o sintes:s
mecanica Por consiguiente, el término "aislado” incluye la posibilldad de
que los polipéptidos o polinucleétidos se encuentren en combinaciébn con
otro material biolégico o no biolégico, tal como células, suspensiones de
células o fragmentos de células, protelnas, péptidos, vectores de
expresiéon, solventes organicos o inorganicos u otros matenales donde sea
adecuado, pero excluye la situacién donde el polinucleétido se encuentra
en un estado segln se encuentra en la naturaleza

Una ventaja de la invencidbn es que el polipéptido de la
invencidn contiene regiones de, por ejemplo, la auto-proteina humana
contra la cual se desea una respuesta de anticuerpo, en asociacidén con
regiones caracteristicas de una protelna anéloga, las cuales son lo
suficitentemente diferentes de la proteina humana para proporcionar
excelente ayuda de células T, pero altn se encuentran optimizadas por
evolucidn para doblarse en una forma altamente similar a la proteina
humana Esto permite que se eleven los anticuerpos que reconocen el
auto-antigeno TIpicamente, la respuesta inmune provocada incluye la
elevacién de una respuesta de anticuerpo neutralizante

La protefna humana de acuerdo a la invencién puede ser una

Wz
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proteina de longitud completa codificada por el genoma humano o un
dominio o sub-unidad de una protelna de longitud completa, codificada por
el genoma humano Cuando se desea elevar anticuerpos neutralizantes
contra un dominio funcional del auto-antigeno - o puede prepararse un
dominio de enlace a receptor de un antigeno quimérico que involucra
solamente estas regiones Por lo tanto, se conserva la regién expuesta de
tal dominio o los epltopes de célula B de tal dominlo y la mutacion de una
proteina analoga se introduce en el epltope sin célula B o dominios
expuestos superficlales

El término “proteina®" se intenta que incluya, por ejemplo,
secuencias mas cortas de residuos amino acidos que pueden referirse
como péptidos, tal como neuropéptidos La protelna humana seré
tipicamente el sujeto de la modificacién post-traslacional, tal como la
glicosilacion, disoclacién proteolitica, fosforilaclén, y otras muy conocidas
por aquellos expertos en el campo La protelna humana es
preferentemente una cltosina, una hormona, factor de crecimlento o una
proteina extracelular, mas preferentemente una citosina 4-helicoidal, mas
preferentemente IL-13 Las citocinas incluyen, por ejemplo, IL1, 1L2, IL3,
IL-4, ILS, IL6, 1L7, IL8, IL9, IL10, IL11, IL12, IL13, IL14, IL15, IL16, IL17,
iL18, IL20, IL21, IL25, TNF, TGF, GMCSF, MCSF y OSM Las crtocinas 4-
helicoidales incluyen IL2, IL3, IL-4, ILS, IL13, GMCSF y MCSF Las
hormonas incluyen, por ejemplo, hormona de luteinizacién (LH), hormona
estimuladora de follculo (FSH), gonadotropina c¢ndénica (CG), VGH,
Ghrelina, agutl, proteina relaclonada con agutl y neuropéptido ¥ Los

factores de crecimiento incluyen, por ejemplo, VEGF Las proteinas

45 ¢
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extracelulares Incluyen, por ejemplo, APP o amiloide-B
Una protelna andloga es una que es ortdloga o paraloga a la
auto-proteina, por ejemplo, protelna humana, en donde una proteina
ortéloga puede rastrearse por descendencia hacla un ancestro comin de
los diferentes organismos y, por conslguiente, es probable llevar a cabo
funciones conservadas simllares en los diferentes organismos Por lo
tanto, un gen ortélogo significa genes que son de secuencia tan similar
que se han originado de un solo gen ancestral y por lo tanto son un gen
equivalente en una especle diferente y han evolucionado a partir de un
ancestro comin por especificaciéon En particular, la protelna ortéloga en
humanos es una molécula estructuralmente squivalente en un mamifero no
humano Una protelna paréloga es una que aparece en méas de una copia
en un organismo dado mediante un evento de duplicacidbn (Venter,
Sclence, 13368, vol 282, 2001), es decir, una secuencia homéloga (que
comparten ancestros evolucionarlos comunes) que se han diversificado
mediante duplicacién genética Preferentemente, la proteina anéloga es
un ortélogo Una proteina ortéloga tendra tipicamente el mismo nombre
que la proteina humana y tipicamente llevara a cabo la misma funciéon, por
ejemplo, IL-13 murino es el ortélogo de IL-13 humano La proteina
anéloga es tipicamente mamifera o caracteristica de las aves, por ejempio,
bovina, ovina, de roedores, tal como murino, porcina, de simlos, felina,
canina o humana Preferentemente, la proteina andloga es murino Por lo
tanto, en el contexto de la presente invenclén, IL-13 murino es una
proteina anéloga (y ortéloga) a IL-13 humano De manera similar, IL-4 de

slmlo es una proteina anéloga (y ortéloga) a IL-4 humano
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El polipéptido de la invencién preferentemente comprende 2, 3,
4,5,6,7,8, 9, 10, 11 o mas mutaciones caracteristicas de una proteina
analoga Mas preferentemente, el polipéptido comprende al menos tres
mutaciones Cada mutacién puede ser caracteristica de la misma o de
diferentes proteinas anélogas Por lo tanto, una primer mutacién podria
ser caracteristica de un analogo murino y una segunda mutacién podria ser
caracteristica de un analogo de simios De acuerdo a una caracteristica,
el polipéptido comprende al menos tres mutaciones, donde cada mutacién
es caracter[stica de un analogo diferente Sin embargo, preferentemente,
cada mutacion es caracteristica del mismo andlogo Una mutacién es un
cambio en la secuencia amino acida de la proteina e incluye, por ejemplo,
omisiones, Iinserclones y substituclones Preferentemente, la mutacién es
una substitucién Preferentemente, mas de un amino acido se reemplaza
en cada ragibn expuesta no superficial

Una mutacién que es caracteristica de una protelna analoga es
una que da como resultado la secuencia de ia protefna humana que es de
identidad mas cercana a la secuencia de la protelna andloga después de
que se ha hecho la mutacién a la protelna humana Por ejemplo, cuando
la secuencia humana es ProProArgVal y el analogo murino tiene la
secuencia ProProTyrVal, una mutacion caracteristica de la protelna
analoga es substituir Arg por Tyr Preferentemente, la mutacién no se
hace en residuos que son residuos superficiales en proteina actlva,
doblada, nativa, en solucién acuosa bajo condiclones fisloi6gicas Estos
residuos superficlales, particularmente aquellos que forman estructuras en

bucle, son con frecuencia epltopes de célula B y se prefiere que se
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conserven todas esas reglones Las mutaciones asl introducidas tienen la
funcién de fraccionar la tolerancla de la auto-proteina y ser inmunogénicas
en las especies de las que se deriva la proteina no mutada

En una modalidad, los polipéptidos de la invencién son al
menos 30% y menos de 100% Iidénticos a una protelna humana,
preferentemente sobre l|a longitud total de Ila protelna humana
Preferentemente, los polipéptidos son al menos 40%, por ejemplo al menos
50% 1dénticos a la protelna humana Mas preferentemente, los
polipéptidos son al menos 60%, por ejemplo, al menos 70% 1dénticos a la
protelna humana Mas preferentemente, los polipéptidos son al menos
85% idénticos a la protelna humana, por ejemplo, aproximadamente 90%
idénticos Tales proteinas son capaces de provocar una respuesta inmune
en humanos que reconocen |a proteina humana

Por ejemplo, el Paquete UWGCG proporciona el programa
BESTFIT que puede utilizarse para calcular homologla (por ejemplo,
usarse en sus parametros por omisidn) (Devereux et al (1984) Nucleic
Acids Research 12, p387-385) Los algoritmos PILEUP y BLAST pueden
utilizarse para calcular secuencias de homologla o revestimlento
(tipicamente en sus parametros por omisién), por ejemplo, como se
describe en Altschul (1983) J Mol Evol 36 290-300, Altschul et a/ (1990)
J Mol Blol 215 403-10

El software para llevar a cabo el andllsis de BLAST se
encuentra paGblicamente disponible a través del Centro Naclonal de
Informaciébn de Biotecnologla (http //www ncbi nim mh gov/) Este

algonitmo involucra primero la identificacién de un par de secuencia de alto



10

15

20

25

-17 -
puntaje (HSPs) mediante la Identificaclén de palabras cortas de longitud W
en la secuencia de consuita que ya sea iguale o satisfaga alguna T de
puntuaclén de umbral de valor positivo cuando se alinee con una palabra
de la misma longitud en una secuencia de base de datos T es referida
como el umbral de puntuacién de la palabra circundante (Altschul et &/,
1990) Estos golpes de palabra circundante Iniclal actia como semilla
para iniciar basquedas a fin de encontrar HSPs que los contengan Los
golpes de palabra se extienden en ambas direcclones a lo largo de cada
secuencia siempre y cuando pueda incrementarse la puntuaciéon de
alineacién acumulativa Las extensiones para los golpes de palabra en
cada direccibn se detienen cuando la puntuacibn de alineacién
acumulativa cae por la cantidad X de su maximo nlvel logrado, la
puntuaclén acumulativa se dirige a cero o por debajo, debido a la
acumulaclén de una o méas alineaclones de reslduos de puntuaciéon
negativa, o se llega al final de cualquier secuencia Los parametros de
algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad de la
alineacién EIl programa BLAST utiliza como omisiones una longitud de
palabra (W) de 11, las alineaciones de matriz de puntuacién BLOSUM62
(ver Henikoff (1992) Proc Neatl Acad Sci USA 89 10915-10819) (B) de
50, la expectacion (E) de 10, M = 5, N = 4 y una comparacion de ambos
filamentos, cuando el programa esté siendo utiizado en polinucleétidos
El algoritmo BLAST lleva a cabo un analisis estadistico de la
similitud entre dos secuencias, ver, por sjemplo, Karlin y Altschul (19983)
Proc Natls Aced Sci USA 80 5873-5787 Una mediclén de similitud

proporcionada por el algornitmo BLAST es la probabilldad en suma Infima
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(P(N)) que proporciona una Indicaclén de la probabihdad por la cual
ocurrirla una i1gualdad entre dos secuencias nucledtidas o amino acidas
por oportunidad Por ejemplo, una secuencia se considera similar a otra
secuencla si la probabilidad en suma Infima en comparacién de la primer
secuencia con la segunda secuencia es de menos de aproximadamente 1,
preferentamente menos de aproximadamente 0 1, mas preferentemente
menos de aproximadamente 0 01, y méas preferentemente menos de
aproximadamente 0 001

El disefio exitoso de un polipéptido de acuerdo a la presente
invencién puede verificarse por ejemplo demostrando que, cuando se
expresa en una célula huésped adecuada, el polipdptido adopta una
conformaclién lo suficientemente similar a la de la auto-proteina que
generan los anticuerpos que son trans-reactlvos con la auto-proteina
nativa Esto puede mostrarse mediante el uso de técnicas Inmunolégicas,
tal como enlace de antlcuerpos monoclonales o policlonales en ELISA o
medlante técnicas fisico-quimicas tales como dicroismo circular o
mediante técnicas cristalogréaficas tales como cristalografia de rayos X o
mediante modelado por computadora, o medlante otros numerosos
enfoques muy conocidos por aquellos expertos en la materia

La confirmacién adiclonal de un disefio exitoso puede
obtenerse mediante |la administracidn del polipéptido resultante en un
auto-contexto en un régimen de vacuna adecuado y medlante la
observacidon de que se inducen anticuerpos capaces de enlazar la protelna
Este enlace puede determinarse a través del uso de técnicas ELISA que

emplean proteina nativa purnficada o recombinante, o a través de
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bloensayos que examinan el efecto de la proteina sobre una célula o tejido
sensibles Una determinacidon particularmente favorecida es observar un
fenbmeno causalmente relacionado con la actividad de la proteina en el
huésped Intacto y determinar si la presencia de anticuerpos inducidos por
los métodos de la invenci6n modulan el fenémeno Por lo tanto, una
protelna de la presente Iinvencién serd capaz de provocar anticuerpos
hacia el antigeno nativo en las especles de las cuales se deriva la protelna
nativa

El polipéptido de Ila Invencldbn puede modificarse
adiclonalmente por mutacién, por ejemplo, substitucién, Insercién u
omisidn de amino acldos con objeto de agregar propiedades deseables
(tales como la adiclén de un identificador de secuencla que facilita la
purificacion o Incrementa la Inmunogenicidad) o retirar propiedades
indeseables (tales como una actividad agonistica no deseada en un
receptor) o dominios de trans-membrana En particular, la presente
invencion contempla especificamente soclos de fusibn que facilitan la
purificacioén tal como Identificadores de poli histidina o soctos de expresién
GST que mejoran la expresién

En una modalidad preferida, se proporciona un IL-13 humano
que tiene una o mAs de las sigulentes mutaciones o una substitucién
conservadora de la misma, caracteristica de IL-13 de ratén La siguiente
numeracién se reflere a IL-13 expresada con su secuencia de sefial en
E coli

R - K en posicién 30

Vv - S en posicién 37
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Y - F en posicién 63
A - \' en posicion 65
E - D en posicidon 68
E - Y en posicién 80
K - R en poslcién 81
M - | en posicién 85
G - H en posicién 87
Q - H en  posicidn 113
Vv - | en posicién 115
D - K en posicion 117

Mas preferentements, el IL-13 humano comprende al menos,
preferentemente al menos 3, 4, 5, 6 0 mas de las mutaciones anteriores o
una substitucion conservadora de las mismas Se prefiere que se
presenten las doce mutaciones

Una “substitucion conservadora® es una en la cual un amino
acido se substituye por otro amino acido que tiene propledades similares,
de tal manera que un experto en la materla de quimica de péptidos
esperarla que permanezcan substancialmente sin cambios la estructura
secundaria y naturaleza hidropética del polipéptido

Por ejemplo, clertos amino acldos puseden substituirse por
otros amino acidos en una estructura de protefna sin pérdida apreciable de
capacidad de enlace interactivo con estructuras tales como, por ejemplo,
regiones de enlace a antigeno de anticuerpos o sitios de eniace sobre

moléculas de substrato Ya que son la capacidad y naturaleza interactivas
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de una protefna lo que definen la actividad funcional biolégica de esa
proteina, ciertas substituciones de secuencia amino aclda pueden hacerse
en una secuencia de protelna y, por supuesto, su secuencia codificadora
de ADN sobresaliente y, no obstante, obtener una protelna con
propiedades similares Se contempla asl que pueden hacerse diversos
camblos en las secuencias péptidas de las composiciones expuestas o las
secuencias de ADN correspondientes que codiflcan dichos péptidos sin
pérdida apreciable de su utilidad o actividad biolégica

Al hacer tales cambios, puede considerarse el Indice
hidropatico de amino acidos La importancia del Indice amino &cido
hidropatico en el otorgamiento de funcién biolégica interactiva sobre una
proteina se entiende generalmente en la materla (Kyte y Doolittle, 1982,
incorporado en la presente para referencia) Se acepta que el caracter
hidropéatico del amino acido contribuye a la estructura secundaria de la
proteina resultante, lo cual a su vez define la interaccién de la proteina
con otras moléculas, por ejemplo, enzimas, substratos, receptores, ADN,
anticuerpos, antigenos y lo similar A cada amino &cido se ha asignado un
Indice hidropatico sobre la base de su capacidad hidrofébica vy
caracteristicas de carga (Kyte y Doollttle, 1982) Estos valores son
isoleucina (+4 5), valina (+4 2), leucina (+3 8), fenilalanina (+2 8),
cisteina/cistina (+2 5), metionina (+1 9), alanina (+1 8), glicina (-0 4),
treonina (-0 7), senna (-0 8), triptofano (-0 8), tirosina (-1 3), prolina (-1 8),
histidina (-3 2), glutamato (-3 5), glutamina (-3 §), aspartato (-3 5),
asparagina (-3 5), isina (-3 9), y arginina (-4 5)

Se sabe en la materia que ciertos amino acldos pueden

A 4
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substituirse por otros amino écidos que tienen un Indice o puntuacién
hidropéatica simllar y dar como resultado aGn una proteina con actlvidad
biolégica similar, es decir, obtener a(n una protelna equivalente
funclonalmente biolégica Al hacer tales cambios, se prefiere Ila
substitucién de amino acidos cuyos Indices hidropaticos se encuentran
dentro de +2, se prefieren particularmente aquellos dentro de +1, y se
prefieren incluso mds particularmente aquellos dentro de +0 5 Tamblién
so entiende en la materia que la substitucion de amino acidos simllares
puede hacerse eficazmente sobre la base de capacidad hidroflica La
Patente de EU No 4,554,101 (especlficamente Incorporada en la
presente para referencia en su totalidad), declara que la mayor capacidad
hidrofllica promedio local de una proteina, segin se ordena por la
capacidad hidrofilica de sus amino 4cidos adyacentes, se correlaciona con
una propiedad biolégica de la proteina

Seglin se detalla en la Patente de EU No 4,554,101, los
sigulentes valores de capacidad hidrofilica se han asignado a residuos
amino acidos arginina (+3 0), lisina (+3 0), aspartato (+3 0+1), glutamato
(+3 0+1), serina (+0 3), asparagina (+0 2), glutamina (+0 2), glicina (0),
treonina (-0 4), prolina (-0 §+1), alanina (-0 5), histidina (-0 5), cistelna (-
1 0), metionina (-1 3), valina (-1 5), leucina (-1 8), Isoleucina (-1 8),
tirosina (-2 3), fenilalanina (-2 5), triptofano (-3 4) Se entlende que un
amino a4cido puede substituirse por otro que tiene un valor de capacidad
hidrofilica similar y obtener adn una proteina biolégicamente equivalente y,
en particular, inmunolégicamente equivalente En tales cambios, se

prefiere la substituciobn de amino acldos cuyos valores de capacidad
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hidrofllica se encuentran dentro de +2, se prefleren particularmente
aquellos dentro de +1, y se preflarean incluso mas particularmente aquellos
dentro de +0 5

Como se perflld arrba, las substituciones amino éacidas
generalmente se basan, por consiguiente, en la simihtud relativa de los
susbtitutos de cadena lateral amino &aclda, por ejemplo, su capacidad
hidrofébica, capacidad hidrofilica, carga, tamafio y lo similar Las
substituciones ejemplificativas que toman en consideraciébn varias de las
caracteristicas anteriores son muy conocidas por aquellos expertos en la
materla e Incluyen arginina y lisina, glutamato y aspartato, serina y
treonina, glutamina y asparagina, y valina, leucina e Isoleucina Estas son
substituciones conservadoras preferidas

Las substituciones amino acidas pueden hacerse ademas
sobre la base de similitud en polaridad, carga, solubilidad, capacidad
hidrofébica, capacidad hidrofilica y/o la naturaleza anfipatica de los
resilduos Por ejemplio, los amino acidos cargados negativamente incluyen
acido aspartico y 4acido glutamico, los amino &acidos cargados
positivamente Incluyen lLsina y arginina, y amino é&cldos con grupos
superiores polares sin carga que tienen valores similares de capacidad
hidrofilica incluyen leucina, Isoleucina y valina, glicina y alanina,
asparagina y glutamina, y serina, treonina, fenilalanina y tirosina Otros
grupos de amino &acidos que pueden representar cambios conservadores
inciluyen (1) ala, pro, gly, glu, asp, gin, asn, ser, thr, (2) cys, ser, tyr, thr,
(3) val, lle, leu, met, ala, phe, (4) lys, arg, his, y (5) phe, tyr, trp, his

En una modalidad preferida, el IL-13 mutado de la presente
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Invencién comprende una o méas de las sigulentes secuenclas o una

variante de las mismas que comprende una substitucién conservadora

LKELIEELSN, (SEQ ID No 1)
FCVALDSL, (SEQ ID No 2)
AIYRTQRILHG, (SEQ ID No 3)
KIEVAHFITKLL, (SEQ ID No 4)

El polipéptido de la Invenciéon se codlfica por polinucleétidos
de la Invencién Una persona experta en la materia serd facilmente capaz
de determinar la secuencia del polinucleétido que codlifica el polipéptido
mediante la aplicacibn del codigo genético Una vez que se ha
determinado la secuencia de acido nucleico requerida, el polinucledtido
con la secuencia deseada puede producirse segin se describe en los
ejemplos Una persona experta en |la matena serd facilmente capaz de
adaptar cualquier parametiro necesario, tal como cargas de Iinicio y
condiciones de PCR También se entendera por una persona experta en la
materia que, debido a la degeneracion del cédigo genético, existe
potencialmente mas de un polinucleétido que codifica un polipéptido de la
invencidn

El polinucleétido de la invencidn es tipicamente ARN, por
eJjemplo, MARN o ADN, por ejemplo, ADN genémico, cADN o ADN
sintético Preferentemente, el polinucledtido es ADN Particularmente,
preferentemente es cADN

La presente invencibn proporciona ademas un vector de
expresion, el cual es una construcclén de acldo nuclelco, que comprende

el polinucledtido de la invencidn Adicionalmente, la construccién de acldo

Wopt
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nucleico comprendera nicladores, promotores, mejoradores y otros
elementos adecuados, tal como, por ejemplo, sefiales de polladenilacion,
que pueden ser necesarios y que se colocan en la orlentacién correcta con
objeto de permitir la expreslén proteinica dentro de una célula mamifera

El promotor puede ser un promotor eucaridtico, por sjemplo,
un promotor CD68, Gal1, Gal10, o promotor NMT1, un promotor
procariético, por ejemplo, Tac, Ter o Lac, o un promotor viral, por ejemplo,
el promotor de citomegalovirus, el promotor SV40, el promotor de
polihedrina, el promotor P10 o el promotor LTR de virus sincitial
respiratorio  Preferentemente, el promotor es un promotor viral Se
prefiere particularmente cuando el promotor es el promotor casl inmediato
de citomegalovirus, comprendiendo opcionalmente el exén 1 del gen IE
HCMV

Los elementos reguladores transcripcionales pueden
comprender mejoradores, por ejemplo, la regidbn no traducida 3' de
antigeno superficial de hepatitis B, el mejorador de CMV, intrones, por
ejemplo, el intrén CDB8 o el intrébn A de CMV, o0 regiones reguladoras, por
ejemplo, la regiédn no traducida CMV 5'

El polinucledtido se enlaza preferentemente de manera
operable al promotor en la construccion de &acido nucleico de tal manera
que cuando la construccidn se inserta en una célula mamifera, el
polinucledétido se expresa para producir un pollpéptido codificado La
estructura de la construcclén de acldo nucleico puede ser ARN o ADN, por
ejemplo, ADN plasmido, ADN viral, ADN bacteriano, ADN de cromosoma

artifictal bacteriano, ADN de cromosoma artificial de levadura, ADN
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sintético También es posible que la construccidn de acido nucleico sea
acido nucleico artificial, por ejJemplo, ARN o ADN de fosforotioato
Preferentemente, la construcciobn es ADN Se prefiere particularmente
cuando es ADN plasmido

La presente invencidn proporciona ademas una célula huédsped
que comprende un vector de expresién de la invencién Tales células
incluyen mayores Ilneas celulares eucariéticas transitorias o
prefereantemente estables, tal como células mamiferas o células de
insectos, utiizando, por eJemplo, un sistema de expresion de baculovirus,
células eucaribticas Inferiores, tal como células de levadura o procandticas
tales como células bacterianas Los ejemplos particulares de células que
pueden modificarse por insercién de vectores que codifican un polipdptido
de acuerdo a la invencién incluyen células mamiferas de HEK293T, CHO,
HelLa, NSO y COS Preferentemente, la linea celular seleccionada sera
una que no solamente sea estable, sino que tamblién permita la
glicosilacibn madura de un polipéptido La expresién puede lograrse en
oocitos transformados Un polipéptido de la invencién puede expresarse
en células de un animal no humano transgénico, preferentemente un ratén
0 expresarse on la leche de animales mayores, tales como cabras,
borregos y vacas Un animal no humano, transgénico, que expresa un
polipéptido de la invencién se Incluye dentro del alcance de la invencién
Un polipéptido de la invencién también puede expresarse en oocltos
Xenopus laevis

La presente nvenciébn tamblén Incluye composiciones

farmacéuticas o de vacuna que comprenden una cantidad terapéuticamente
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eficaz de construccién de acldo nucleico o polipéptido de la invencion,
opcionalmente en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, preferentemente en combinaciébn con un excipiente
farmacéuticamente aceptable tal como solucién salina regulada con fosfato
(PBS), solucion salina, dexirosa, agua, glicerol, etanol, liposomas o
combinaciones de los mismos La composicibn de vacuna puede
comprender de manera alternativa una cantidad terapéuticamente eficaz de
una construccidon de 4cido nucleico de la invencién, formulada sobre perilas
de metal, preferentemente perlas de oro La composicion de vacuna de la
invencién también puede comprender un adyuvante, tal como, por ejemplo,
en una modalidad, imiquimod, tucaresol o alumbre

Se prefieren las formulaciones adyuvantes de proteina ya que
estas inducen respuestas de anticuerpo de tltulo elevado

Preferentemente, el adyuvante se administra al mismo tiempo
que la invencién y en las modalidades preferidas se formulan en conjunto
Tales agentes adyuvantes contemplados por la invencidn incluyen, pero sin
sor esta lista de ninguna manera exhaustiva y sin evitar otros agentes
imidazoquinolinas sintéticas tales como Imiquimod [S-28308, R-837],
(Harrlson et al, 'Reduction of recurrent HSV disease using imiquimod
alone o combined with a glycoprotein vaccine', Vacuna 19 1820-18286,
(2001)), y resiquimod [S-28463, R-848 ‘Comparison with CpG ODN’,
Inmunologla Celular 204 64-74 (2000)) Las bases de desplazamiento de
carbonllos y aminas que se expresan de manera constitutiva en células
que presentan antigeno y superficies de célula T, tales como tucaresol

(Rodhes, J et al 'Therapeutic potentiation of the inmune system by
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costimulatory Schiff-base-forming drugs', Naturaleza 377 71-75 (1895)),
citocina, quimiocina y moléculas co-estimuladores, inductores de Th1 tales
como Interferon gamma, IL-2, IL-12, IL-15 e IL-18, inductores de Th2 tales
como IL-4, IL-5, IL-8, IL-10 & IL-13 y otros genes de quimiocina y genes
co-estimuladores tales como MCP-1, MIP-1 alfa, MIP-1 beta, RANTES,
TCA-3, CD80, CD86 y CD40L, otros Iligandos de direcclén
inmunoestimuladora tales como CTLA-4 y L-selectina, protelnas y péptidos
estimuladores de apoptosis tales como Fas, (48), adyuvantes a base de
lipidos sintéticos tales como vaxfectina (Reyes et a/, ‘Vaxfectin enhances
antigen speclfic antibody titres and maintains Th1 type immune responses
to plasmid DNA immunization’, Vacuna 19 3778-3786) escualeno, alfa-
tocoferol, polisorbato 80, DOPC y colesterol, endotoxina, [LPS], Beutler,
B, Endotoxina, ‘Toll-hlke receptor 4 and the afferent limb of Innate
immunity’, Opinién Actual en Microbliologia 3 23-30 (2000)), CpG oligo- y
di-nucledtidos, Sato, Y et a/, ‘Immunostimulatory DNA sequences
necessary for effective intradermal geneimmunization’, Clencla 273 (5273)
352-354 (1996) Hemml, H et a/, ‘A Toll-hke receptor recognizes bacterial
DNA', Naturaleza 408 740-745 (2000) y otros ligandos potenclales que
activan los receptores Toll a fin de producir citosina Inductoras de Th1, tal
como lipoprotelnas Micobacterianas sintétlcas, protefna Microbacteriana
p19, peptidoglicano, acido ticéico y lipido A

Clertos adyuvantes preferidos para producir una respuesta de
tipo predominantemente Th1 incluyen, por ejemplo, un derivado de Lipido
A tal como un lipldo de monofosforilo A, o preferentemente lipido de

monofosforilo 3-de-O-acilado A Los adyuvantes de MPL® se encuentran



10

15

25

-29 -
disponibles en Corixa Corporation (Seattle, WA, ver, por eJemplo, Las
Patentes de E U Nos 4,436,727, 4,877,611, 4,866,034 y 4,912,094) Los
oligonucleétidos que contienen CpG (en los cuales el dinucleétido de CpG
es no metllado) también Inducen una respuesta predominantemente de
Tht Tales oligonucleétidos son muy conocidos y se describen, por
eJemplo, en WO 98/02555, WO 89/33488 y las Patentes de E U Nos
68,008,200 y 5,856,462 Las secuencias de ADN inmunoestimuladoras
también se describen, por ejemplo, por Sato et a/, Sclence 273 352,
19868 Otro adyuvante preferildo comprende una saponina, tai como Quil A,
o dernvados de Ila misma, Incluyendo QS21 y QS7 (Aquila
Biopharmaceuticals Inc, Framingham, MA), Escina, Digitonina, o
saponinas de Gypsophila o Chenopodium

La presente Invenclén también proporciona métodos para el
tratamiento o prevencion de enfermedades mediadas por IL-13, cualquier
sintoma o enfermedad asoclada con el mismo, que comprende la
administracion de una cantidad eficaz de una protelna, un polinucleétido,
un vector o una composicidn farmacéutica de acuerdo a la Invenclén La
administracion de una composicién farmacéutica puede tomar la forma de
una o mas dosis indlviduales, por ejemplo, en un régimen de vacunacion
terapéutica de “"refuerzo de carga de Inicio” En clertos casos, la
vacunacién de “carga de inlcio” puede ser a través de suministro de ADN
mediado por particulas de un polinucleétido de acuerdo a la presente
iInvencién, prefersntemente incorporado en un vector derivado de plasmida
y el "refuerzo” medlante la administraclén de un vector viral recombinante

que comprende la misma secuencia polinucléotida o reforzando con la
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protelna en adyuvante Por el contrario, la imprimaclén puede ser con el
vector viral o con una formulacién de proteina, tipicamente una proteina
formulada en adyuvante y el refuerzo con una vacuna de ADN de la
presents invencién

Para el tratamlento de enfermedades mediadas por auto-
antigeno, por ejemplo, IL-13, se prefiere que el adyuvante sea un inductor
preferible de una respuesta TH-1 En particular, el adyuvante comprende
un ollgonucledétido de CpG inmunoestimulador, tal como se expone en
{(WO0986102555) Los oligonucleétidos Inmunoestimuladores tipicos se
encontraran entre 8-100 bases de longitud y comprenden la férmula
general X, CpGX, donde X, y X, son bases nucleétidas y la C y G son no
metilados

Los oligonucledtidos preferidos para utilizarse en adyuvantes o
vacunas de la presente invencidn preferentemente contienen dos o més
motivos de CpG dinucleétidos, preferentemente separados por al menos
tres, mas preferentemente al menos seis 0 méas nuclebtidos Los
oligonucledtidos de la presente Invencibn son tlpicamente
deoxinucleétidos En una modalidad preferida, el internucleétido en el
oligonucledtido es fosforoditioato o méas preferentemente un enlace de
fosforotioato, aunque el fosfodiéster y otros enlaces internucledtidos se
encuentran dentro del alcance de la invencion, incluyendo olhigonucleétidos
con enlaces internucleétidos mezclados, por e/emplo,
fosforotioato/fosfodiésteres mezclados Otros enlaces Internucledtidos que
estabilizan el oligonucleétido pueden utihzarse Los métodos para la

producciébn de oligonucledtidos de fosforotioato o fosforoditioato se
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describen en US5,666,153, US5,278,302 y W095/26204

Los ejemplos de oligonuciebétidos preferidos tienen las
silguientes secuencias Las secuencias preferentemente contienen enlaces
internucledtidos modificados de fosfotioato
OLIGO 1 TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826) (SEQ ID NO 5)
OLIGO 2 TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758) (SEQ ID NO 6)

OLIGO 3 ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG (SEQ ID NO 7)
OLIGO 4 TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006) (SEQ ID NO 8)
OLIGO 5§ TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668) (SEQ ID NO 9)

Los oligonucledtidos de CpG alternatlvos pueden comprender
las secuenclas preferidas anteriores ya que tilenen omisiones o adiciones
sin consecuencia para ios mismos Los oligonucledtidos de CpG utilizados
en la presente invencién pueden sintetlzarse mediante cualquier método
conocido en la materia (por ejemplo, EP 468520) Convenientemente,
tales oligonucledtidos pueden sintetizarse mediante el uso de un
sintetizador automatizado Una formulacidbn adyuvante que contiene
oligonucleétido de CpG puede adquirirse en Qlagen bajo el nombre
comerclal "ImmunEasy”

Las composiciones de la presente invencidén pueden utilizarse
tanto para profilaxls como también para terapia La presente invencidén
proporciona un polipéptido o un polinucleétido de acuerdo a la invencibn,
para utihzarse en mediclna La invencién proporciona ademas el uso de
un polipéptido o polinucleétido de la Invencién en la elaboracidn de un
medicamento para el tratamlento de alergias, enfermedades respiratonas

tales como asma y COPD, desérdenes relacionados con infecclén por

O _geh]
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helmintos, fibrosis o cirrosis del higado

La presente Invencién también proporclona un método de
vacunacién que comprende la administraclén de una cantidad eficaz de
una composicion de vacuna de la invencidén a un paciente y que provoca
una respuesta inmune a la composicién de vacuna

La presente invencién también proporciona composiciones de
vacuna seglin se describe en la presente para uso en vacunacién de un
mamifero contra des6rdenes medlados por IL-13 tales como alergias,
enfermedades respiratorias, desérdenes relaclonados con Iinfecclén por
heimintos, fibrosis y cirrosis del higado Las enfermedades respiratorias
incluyen, por ejemplo, asma, tal como asma alérgico, y enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (COPD) Especificamente, una composiclén
de vacuna capaz de dirigir una respuesta neutralizante a IL-13 constituiria,
por consiguiente, un agente terapéutico atil en el tratamiento de asma,
particularmente asma alérgico, en humanos También tendria aplicacién
en el tratamiento de ciertos desdérdenes relaclonados con infecclén por
helmintos (Brombacher, 2000 Bloessays 22 646-656) y enfermedades
donde la produccién de IL-13 se implica en fibrosis (Chiaramonte ef a/,
1999, J Chin Inv 104 777-785), tal como enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (COPD) y cirrosis del higado

Las composiciones de vacuna de la invencldn pueden
administrarse en una variedad de maneras, por ejemplo, a través de las
rutas mucosales, tal como oral y nasal, pulmonar, ntramuscular,
subcutanea o intradérmica Cuando el antigeno estd por administrarse

como una vacuna a base de proteina, la vacuna se formuiara tipicamente
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con un adyuvante y puede llofilizarse y volverse a suspender en agua para
Inyecclén antes de utllizarse Tales composicioneas pueden administrarse a
un individuo como una composicion inyectable, por ejemplo, como una
dispersién acuosa estéril, preferentemente 1soténica TIpicamente, tales
composiciones se administrarAn de manera Intramuscular, pero son
posibles otras rutas de administracién

Una técnica para administracién intradérmica involucra el
bombardeo de particulas (el cual también se conoce como tecnologla de
‘pistola genética’ y se describe en la Patente de E U No 537015) Las
proteinas pueden formularse con azlicares para formar pequefias
particulas o ADN que codifica el antigeno puede cubrirse sobre particulas
inertes (tales como perlas de oro) y se aceleran a velocidades suficlentes
para permitiries penetrar una superficie de un recipiente (por ejemplo,
piel), por ejemplo, por medio de descarga bajo presidn elevada a partir de
un dispositivo de proyeccién (Las particulas cublertas con construcciones
de vacuna de écido nucleico de la invencién y particulas de azdcar de
protelna se encuentran dentro del alcance de la presente invencién, ya que
son dispositivos cargados con tales particulas) Otros métodos para la
administracién de las construcciones de acido nucleico o composiciones
que contienen dichas construcciones directamente hacia un recipiente
incluyen ultrasonido, estimulacidn eléctrica, electroporacibn vy
microsembrado, los cuales se descrnben en la US-5,697,901

Una construccidén de acldo nucleico de la presente invencién
también puede administrarse por medio de vectores de suministro

especializados, Gtlles en terapia genética Los enfoques de terapia
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genética se discuten por ejemplo por Verme ot al/ , Naturaleza 1997, 389
239-242 Pueden utillzarse ambos sistemas viral y no viral Los sistemas
a base de virus incluyen retroviral, lentiviral, adenoviral, viral adeno-
asociado, herpes viral y sistemas a base de virus de vaccinia Los
sistemas de base no viral Iincluyen la administracion directa de acidos
nucieicos y sistemas a base de liposomas Por ejemplo, los vectores
pueden encapsularse por liposomas o dentro de particulas co-glicodlidas
polilactidas {PLG)

Una construccién de acldo nucleico de la presente invenclén
también puede administrarse por medio de células huésped transformadas
Tales células Incluyen células recolectadas de un sujeto La construccién
de vacuna de acido nucleico puede introducirse en tales células In vitro y
las células transformadas pueden regresarse posteriormente al sujeto La
construccion de acido nucleico de la invencién puede integrarse en acido
nucleico ya presente en una célula mediante eventos de recombinacibn
homologa Si se desea, una célula transformada puede desarrollarse in
vitro y una o més de las células resultantes puede utllizarse en la presente
invencién Las células pueden proporcionarse en un sitio adecuado en un
paciente mediante técnicas conocidas de cirugla o microcirugia (por
ejemplo, injerto, micro-inyeccién, etc) Las células adecuadas incluyen
células dendrlticas

La cantidad de composicién de vacuna que se suministra
variara significativamente, dependiendo de la especie y peso del mamlfero
que esta slendo inmunizado, la naturaleza del estado de enfermedad que

se esta tratando/contra la cual se protege, el protocolo de vacunacidon

\& 467



10

15

20

-35 -
adoptado (es decir, una sola administraciédn versus dosls repetidas), la ruta
de administraciébn y la potencia y dosis del compuesto adyuvante
seleccionado En base a estas varlables, un practicante médico o
veterinario sera faciimente capaz de determinar el nivel de dosis adecuado
pero puede ser, por eJemplo, cuando la vacuna es un acido nucleico, que
la dosis sea de 0 5-5 pg/kg de las construcclones de acido nucleico o
composicién que las contiene En particular, |la dosis variara dependiendo
de la ruta de administracién Por ejemplo, cuando se usa administracién
transdérmica en perlas de oro la dosis total se encontrara preferentemente
entre 1pg — 10ng, particularmente, la dosis total preferentemente se
encontrard entre 10ug ¥y 1ng Cuando la construccidn de écido nucleico se
administra directamente, la dosis total es generalmente mayor, por
ejemplo, entre 50ug y 1 o0 mas miigramos Las dosis anteriores son
ejemplificativas del caso promedio

En una vacuna de protelna, la cantldad de proteina en cada
dosls de vacuna se selecciona como una cantidad que induce una
respuesta Inmunoprotectora sin efectos secundarios, adversos,
significativos en los vacunados tipicos Tal cantidad variara dependiendo
de cual iInmunogen aspecifico se utilice y de la manera como se presente
Generalmente, se espera que cada dosis comprenda 1-1000 ug de
proteina, preferentemente 1-500 pug, preferentemente 1-100 pg, més
preferentemente 1 a 50 pug Una cantidad 6ptima para una vacuna
particular puede determinarse mediante estudlos estdndares que
involucran la observacidn de respuestas Inmunes adecuadas en sujetos

vacunados Después de una vacunacién Iniclal, los sujetos pueden recibir
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una o varias inmunizaciones de refuerzo adecuadamente separadas Tal
formulacibn de vacuna puede ser ya sea un régimen de vacunacién por
imprimacién o de refuerzo, administrarse de manera sistémica, por
ejemplo, a través de las rutas transdérmica, subcutanea o intramuscular o
aplicarse a una superflcie mucosal a través de, por ejemplo, rutas
intranasal u oral

Por supuesto, pueden existir casos individuales donde se
ameriten rangos de dosls mayores o Inferlores y tales se encuentran
dentro del alcance de esta invencion

Es posible que la composicién de vacuna se administre sobre
una base de dosis Gnica 0 se administre de manera repetida, por eJemplo,
entre 1 y 7 veces, preferentemente entre 1 y 4 veces, a Intervalos entre
aproximadamente 1 dias y aproximadamente 18 meses, preferentemente
un mes Esto puede seguirse opcionalmente medlante dosificacién a
Intervalos regulares de entre 1 y 12 meses durante un periodo hasta por el
resto de vida del paciente En una modalidad, el paclente recibird el
antigeno en formas diferentes en un régimen de refuerzo de carga de
iniclo Por lo tanto, un antlgano se administrara, por ejemplo, como una
vacuna a base de ADN y subsecuentemente se admimstrar4& como una
formulacién a base de adyuvante de proteina Sin embargo, una vez més
oste régimen de tratamiento varlarad significativamente dependiendo del
tamafio y especie de animal a tratar, la cantidad de vacuna de &cido
nuclelco y/o composicibn de proteina administradas, la ruta de
administracion, la potencla y dosis de cualquier compuesto adyuvante

utibzado y otros factores que serlan aparentes a un experto practicante

\d"}e“
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veterinario o médico

El sigulente ejemplo ilustra la teoria de la invencién en ratones
en vez de en humanos, a fin de que la proteina sea murino con mutaciones
caracteristicas de proteina humana, pero los resultados pueden
extrapolarse facilmente para el tratamiento de humanos donde la proteina
tendra epltopes de célula B de Humano con mutaclones caracter(sticas de
un ratén, u otra proteina anéloga

A través de todos los siguientes sjemplos de la invenclén, se
hace uso de diversas técnicas ampllamente conocidas y practicadas en
biologia molecular y celular Los detalles practicos de estas pueden
encontrarse en varios libros de texto, incluyendo Sambrook et a/ {1989, 2°
edicibn, Cold Spring Harbor Press Nueva York) Las secuencias o
designaciones amino acidas pueden darse ya sea en el codigo de una letra
o el codigo de tres letras EI prefyo 'h’ se utiliza para denotar una
proteina o gen de origen humano, ‘m’, origen murino y 'c’ una construccién

quimérica ‘r’ se utihiza para indicar una proteina recombinante

EjJemplos
1 Disefio de una vacuna contra IL-13 murino

IL-13 pertenece a la familia de doblez de citocinas 4-
helicoidales definidas por SCOP (Murzin et al , 1895, J Mol Biol 247 536-
540) Los mlembros indilviduales de esta superfamllla de doblez se
relacionan de manera estructural, pero son dificiles de alinear al nivel de
secuencia La estructura 3D de IL-13 aln no se ha determinado, pero las

estructuras se han generado para varlas otras cltocinas 4-helicoidales
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Las alineaciones de secuencla de midltiples protelnas se generaron para
ortélogos IL-13 y tamblén para un nimero de otras citocinas que exhlben
este doblez donde se ha determinado la estructura de al menos un
miembro (IL-4, GM-CSF, IL-5 e IL-2) Las predicciones de estructura
secundaria se llevaron a cabo para la alineacién de secuencla de muitiples
proteinas IL-13 mediante el uso de DSC (King y Sternberg, 1986, Prot Sc/
5 2298-2310), SIMPAS86 (Levin, 1897, Prot Eng 7 771-776) y Pred2ary
(Chandonla y Karplus, 1995, Prot Sct 4 275-285) Las allneaciones de
secuencia de multiples protelnas de citosina, individuales, se alinearon
entre sl mediante el uso tanto de la informacidbn de secuencia como de la
informacién estructural (de las estructuras de cristal conocidas y de la
prediccion de estructura secundaria)

Los sitios antigénlcos, especificamente epltopes de célula B,
se predieron para IL-13 murino mediante el uso del software Cameleon
(Oxford Molecular) y estos se representaron graficamente en la estructura
de IL-4 (namero de acceso 1RCB en la base de datos Brookhaven)
mediante el uso de la alineacién de secuencia de mdaltiples protelnas para
dar una 1dea de dénde podrian localizarse estructuralmente en IL-13 A
partir de este analisis, se seleccionaron las reglones expuestas que tanto
fueron potenciailmente antigénicas como también se involucraron en el
enlace a receptor

A partir de este modelo, se disefio una secuencia de IL-13
quimérica en la cual la secuencia de los bucles antigénicos predichos se
tomé de IL-13 murino y la secuencia de las regiones estructurales

predichas (predominantemente helicoidales) se tomé de IL-13 humano EI
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propésito de este disefio era identificar epitopes objetivo de IL-13 murino
contra los cuales podrian provocarse anticuerpos neutralizantes y para
presentarios en una estructura de trabajo que era estructuralmente similar
a la protelna nativa, pero conteniendo aln suficiente variacién de
secuencia respecto a la proteina nativa (murino) para asegurar que uno o
méas epltopes auxihares CD4 T se presenten Las secuencias de acido
nucleico y protelna selecclonadas para este eJemplo de una vacuna
quimérica de IL-13 se muestran en [a figura 1 (SEQ ID NO 18 y 20) Las
secuencias subrayadas corresponden a secuencias encontradas en el
ortélogo humano Doce amino acidos se substituyeron para lograr la
secuencia en la figura 1 Debe entenderse que la degeneraclon del cédigo
genético permite que muchas posibles secuencias de acido nucleico
codifiquen protelnas Idénticas Ademas, se apreciard que existen otros
posibles diseflos de vacuna quiméricos de IL-13 dentro del aicance de la
invencion, que tienen otras mutaciones ortdlogas en areas no expuestas
12 Preparaclién de IL-13 quimérico

La secuencia de ADN quimérico de IL-13 (clL-13) se sintetizé a
partir de una serie de oligonucledtidos de ADN de sobreposicién parcial,
con las secuencias clL-13-1 a clL-13-6 mostradas en la Tabla 1 Estos
oligos se anillaron y el ADN de ciL-13 se generd por un PCR con la
especificacion de ciclo de 94°C durante 1 minutos después de 25 ciclos de
94°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 2
minutos Después de 72°C durante 7 minutos y enfrlamiento hasta 4°C se
terminé El producto de reaccidn comprendié una banda del tamafio

esperado, 361 pares base, que se sub-clonaron en el vector de clonacién
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T/A pCR2 1 (Invitrogen, Groningen, Palses Bajos) para generar pCR2 1-
ciL-13 Un fragmento digerido de clL-13 BamH1 y Xho1 de pCR2 1-cIL_13
se sub-clond entonces en los sitios BamH1 y Xhol1 en pGEX4T3
(Amersham Pharmacla, Bucks, Reino Unido) generando pGEX4T3-clIL-13/1
Al ordenar por secusncia la construccién pGEX4T3-clL-13/1 descubrimos
39 pares base extra de secuencla de ADN (derivados del vector pCR2 1)
entre la secuencia para GST y clL-13 Para correglr esto, repetimos el
PCR para clL-13 mediante el uso de pGEX4T3-cIL-13/1 y cargas de iniclo
clL-13F nuevas y clL-13R EI producto de PCR obtenido se clon6é entonces
nuevamente en pGEX4T3 mediante el uso de sitios de restriccion BamH1 y
Xho1, a fin de generar el vector de expresidon pGEX4T3-clL-13 La
secuencia de esta construccién se verific6 mediante ordenamiento en
secusncia del terminador de dideoxi Este vector codifica una proteina de
fusldn genética que consiste en glutationa-S-transferasa y clL-13 (GST-
ciL-13) Los dos elementos de la protelna se enlazan por un separador
corto que contiene el sitio de reconocimiento de trombina La protelna de
fusi6n puede purnificarse faciimente mediante cromatografia de afinidad de
sefarosa de glutationa y utihzarse entonces directamente, 0 una

preparacidn de clL-13 libre producido por disociacién con trombina

Tabla 1 Ohgonucledétidos utillzados para construir IL-13 quimérico
Oligo Secuencia (5'-3')
clL-13-1R TGTGATGTTGACCAGCTCCTCAATGAGCTCCCTAAGGG

(SEQ ID NO 10) [TCAGAGGGAGAGACACAGATCTTGGCACCGGCCC

clL-13-2F AGGAGCTGGTCAACATCACACAAGACCAGACTCCCCT
(SEQ ID NO 11) |[GTGCAACGGCAGCATGGTATGGAGTGTGGACCTGGC

O uz
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cIL-13-3R
(SEQ ID NO 12)

GCAATTGGAGATGTTGGTCAGGGATTCCAGGGCTGCA
CAGTACCCGCCAGCGGCCAGGTCCACACTCCATAC

CIL-13-4F
(SEQ ID NO 13)

TGACCAACATCTCCAATTGCAATGCCATCGAGAAGACC
CAGAGGATGCTGGGCGGACTCTGTAACCGCAAGGC

cIL-13-5R
(SEQ ID NO 14)

AAACTGGGCCACCTCGATTTTGGTATCGGGGAGGCTG
GAGACCGTAGTGGGGGCCTTGCGGTTACAGAGTCC

clL-13-8F
(SEQ ID NO 15)

AAATCGAGGTGGCCCAGTTTGTAAAGGACCTGCTCAG
CTACACAAAGCAACTGTTTCGCCACGGCCCCTTC

clL-13F
(SEQ ID NO 16)

CGCGGATTCGGGCCGGTGCCAAGATCTG

clL-13R
(SEQ ID NO 17)

CTCCGCTCGAGTCGACTTAGAAGGGGCCGTGGCGAAA

clL-13F nuevo

(SEQ ID NO 18)

CGCGGATCCGGGCCGGTGCCAAGATCTG

El vaector de expresién pGEX4T3-clL-13 se transformd en cepa

BRL E coll (Novagen, suministrado por Cambridge Bioscience, Cambridge,

Reino Unido)

de 0 5 mM IPTG a un cultivo en la fase de cracimlento logaritmico durante
4 horas a 37°C
centrifugacién y GST-clL-13 se purificd de ellas mediante un método
previamente descrito para purificacién de una protelna de fusién IL-13 de

GST-humano, similar (McKenzie et al/ , 1893, Proc Natl Acad Sci 90 3735-

3739)

La expresién de GST-clL-13 se indujo mediante la adicién

Las bacterias se recolectaron después mediante



10

15

20

25

- 42 -
Caracterizaclién de propledades de clL-13

Las muestras de GST-clL-13 purificado se analizaron mediante
electroforesls de SDS-PAGE La figura 2 muestra que la preparacién
purificada contiene una protelna del tamafio esperado para GST-clL-13
La banda inferior representa una pequefia cantidad de GST, surgiendo
debido a la disoclacion parcial de la proteina de fusibn durante la
preparactdn

Para confirmar que la protelna purificada era GST-cilL-13, las
muestras se separaron mediante SDS-PAGE, se mancharon sobre
membrana de PVDF y después se analizaron respecto a la presencia de IL-
13 e inmuno-reactividad de GST mediante manchado Western Ya que clL-
13 contiene secuencia que surge tanto de IL-13 humano como murino, se
esperd que se reconoceria mediante antlsuero especifico dirigido a IL-13
humano o IL-13 de ratén Los manchados se bloquearon con 3% de
albamina de suero bovino (BSA) en TBS (50 mM de hidrocloruro de trizma,
138 mM de cloruro de sodio, 2 7 mM de cloruro de potasio, pH 8 0) que
contiene 0 05% de Tween-20 (TBST) durante la noche a 4°C, se incubd
con anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente (RT) con
agitacion, después se enjuagd 4 veces con TBST Se agregd anticuerpo
secundario durante 1 hora a RT con agitacién, antes de enjuagar 4 veces y
desarrollar con Reactivo Quimloluminiscente de SuperSefal (Plerce,
Rockford, lllinois, EUA)

La figura 3 (leyendas abajo) llustra los resultados de este
analisis, que Indican que la protelna punficada se reconoce por

anticuerpos hacia IL-13 humano, IL-13 de ratén y GST, conflrmando asl la

\\’UM



10

- 43 -
estructura esperada

Hllera Muestra Anticuerpos Primario
1 GST-cIL-13 Anti-mIL-13

2 rhiL-13 Anti-miL-13

3 rmiL-13 Anti-mIL-13

4 Marcadores -

5 GST-clIL-13 Anti-hIL-13

6 rhiL-13 Anti-hIL-13

7 rmiL-13 Anti-hiL-13

8 Marcadores -

9 GST-cIL-13 Anti-GST

10 rhiL-13 Anti-GST

11 rmiL-13 Anti-GST

12 GST Anti-GST

Los anticuerpos primarios utllizados en este experimento
fueron anti-hiL-13, namero de catélogo AF-213-NA,R&D Systems,
Abingdon, Oxford, Reino Unido, utihzado a 1 pg/ml, anti-miL-13, nGmero de
catdlogo 27-4590D, Pharmacla, utihzado a 1/200 Los anticuerpos
secundanos utilizados en este experimento fueron IgG de antl-cabra
conjugado con HRP, nimero de catalogo A-5420, Sigma-Aldrich Company,
Ltd, Poole, Dorset, Reino Unido, utilizade a 1/40,000

Las muestras de protelna fueron GST-clL-13, preparado como

se describe en el Ejemplo 2, IL-13 humano recombinante (rhiL-13), ndmero

de catédlogo CH1-013, Cambridge Bloscience, Cambridge, Reino Unido, IL-

4L
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13 de ratén recombinante (rmiL-13), nidmero de catalogo 413-ML-025, R&D
Systems y GST, preparado a partir de E coli transfectado con vector vaclo
de pGEX4T3 como se describe (Sambrook et a/, 1888, 2* edicién, Cold
Spring Harbor Press Nueva York)
13 Confirmacién de IL-13 Quimérico

Para confirmar que GST-clL-13 adopta una conformacion
similar en soluciéon a la de IL-13 nativo, las muestras de GST-cIL-13 y cIL-
13 (generadas a partir de GST-clL-13 mediante disociacién de trombina) se
analizaron por ELISA Las placas Maxisorp de 986 cavidades (LIife
Technologies Ltd , Palsley, Relno Unldo) se cubrieron con clL-13, GST-clL-
13, miL-13, hIL-13 o gst en regulador de carbonato-bicarbonato, durante la
noche a 4°C Las placas se bloquearon entonces con 3% de BSA/TBST
durante 1 hora a RT, se enjuagaron 3 veces en TBST, se Incubaron con
anticuerpo primario durante 1 hora a RT, después se enjuagaron 3 veces
en TBST El antlcuerpo secundario se agregé durante 1 hora, se enjuagd
tres veces en TBST, después se desarrollé con substrato de peroxidasa de
dicloruro de O-fenilenodlamina (OPD, Sigma Aldrich) durante 30 minutos
Los anticuerpos primarios y secundarios utiizados en este experimento
fueron como se describe arrrba Como se muestra en la figura 4, GST-cIL-
13 y clL-13 se reconocieron especificamente por anticuerpos para IL-13
humano e IL-13 de ratén Estos datos confirman que el proceso de
quimerizacién no ha alterado en gran medida la conflrmacién de protelna
14 Enlace de IL-13 quimérico a receptores

Se establacieron ELISAs para determinar s ¢lL-13 podria

unirse a cualquiera de los receptores IL-13 de ratédn conocidos (mIL-13R1

W e
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o miL-13R2) Las placas Maxisorp de 96 cavidades se cubrieron con IgG
anti-humano (nimero de catélogo 1-3382, Sigma Aldrich) en regulador de
carbonato-bicarbonato durante la noche a 4°C Las placas se bloquearon
entonces con 3% de BSA/TBST durante 1 hora a RT, se enjuagaron 3
veces en TBST y se incubaron con miL-13R1-Fc o miL-13R2-Fc (nGmeros
de catédlogo 491-IR-200 y 539-IR-100, respectivamente, Sistemas R&D)
durante 1 hora a RT Después del enjuague, las placas se Incubaron con
diluciones de miL-13 o cIL-13 o GST-clL-13 durante 1 hora a RT, se
enjuagaron nuevamente y se Incubaron con anti-miL-13 bioestafado
(namero de catalogo BAF413, R+D Systems) Después de enjuague e
incubacién adicionales con peroxidasa de rabano picante conjugada con
estreptavidina, las placas se desarrollaron con substrato de peroxidasa de
dihidrocloruro de O-fenilenodiamina durante 30 minutos Como se muestra
en la figura 5, clL-13 y GST-cIL-13 son ambos capaces de enlazarse a
cualquiera de los receptores miL-13 Nuevamente, estos datos confirman
que el proceso de quimerizacibn no ha alterado en gran medida la
confirmacién de protelna
15 Bloactividad de IL-13 quimérico

La bloactividad de GST-clL-13 se determiné mediante la
habiidad de esta protelna para fosforilar STAT6 en la linea celular de
fibroblasto de pulmén humano A549 Estas células expresan el receptor
IL-4 de tipo 2 humano que responde tanto a IL-4 como a IL-13 La
estimulacion de estas células con hiL-4, hiL-13 o miL-13 induce la
fosforilacién de la protelna de sefializacién STAT8 5x10° células A549 se

colocaron sobre placas en discos de cultivo de tejidos de 60 mm (Life

-J

ot
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Technologies) y crecieron hasta 70% de confluencia Las células se
incubaron entonces con entre 2 y 150 ng/ml de citosina o clL-13 purificado
durante 15 minutos a 37°C Debido a que la presencia de un socio de
fusion GST puede alterar la bioactividad de las citocinas, el IL-13
quimérico se ensayd tanto como proteina de fusiébn GST-clL-13 como
también cIL-13 libre, liberado de la fusibn mediante disociacion de
trombina A manera de control, también se examinaron rmiL-13 y GST
Los lisatos celulares se prepararon y analizaron entonces mediante
manchado Waestern respecto a la presencia de fosfo-STAT6 utilizado
anticuerpo policlonal anti-fosfo-STAT6 de conejo (NEB, Hitchin, Herts,
Relno Unido, Nimero de catalogo 9361S) Los manchados se bloquearon
durante la noche en 5% de BSA/TBST (BSA debe ser A-7906 de Sigma
como anticuerpo primario es fosfo-especlifico, 0 1% Tween-20), el
anticuerpo primario se agregé a 1/1000 durante 1 hora a RT, después se
enjuagd 3 veces con TBST EIl anticuerpo secundario conjugado con HRP
de anti-conejo (A-4814, Sigma Aldrich) se agreg6é a 1/5000 durante 1 hora
a RT, después se enjuagd 4 veces con TBST antes de desarrollarse con el
Reactivo de ECL de substrato quimloluminiscente de HRP (Amersham
Pharmacla) Los resultados de este experimento se muestran en la figura
6

Cada hilera se cargd con la siguiente proteina

Hilera Lisatos de células A549 tratadas con
1 50 ng/ml rmiIL-13 (R&D Systems)

2 10 ng/ml rmiL-13 (R&D Systems)

3 2 ng/ml rmiL-13 (R&D Systems)

W g
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4 50 ng/m! cIL-13

5 10 ng/ml cIL-13

6 2 ng/ml clL-13

7 150 ng/ml GST-clIL-13

8 30 ng/ml GST-cIL-13

9 8 ng/m|l GST-clIL-13

10 Sin tratamiento

11 1 ug/ml GST

12 0 25 pg/ml GST

13 Marcadores de peso molecular

Los reactivos de proteina recombinante fueron como se
describe en la Figura 3

El tratamlento de células A549 con 50 o 10 ng/ml (pero 2
ng/mli) de rmiL-13 indujo |a fosforilacidn de STATE, Indicando bioactividad
El tratamiento de células A549 con 50 ng/ml (pero no 10 n1 20 ng/ml) de
clL-13 indujo la fosforilacion de STATS, indicando bioactividad De manera
similar, 150 ng/mi de GST-cIL-13 (el cual es aproximadamente equivalente
en términos molares a 50 ng/ml de clL-13) es bioactivo, mientras que 30 y
6 ng/ml no lo son Por consiguiente, clL-13 es un agonista en este
receptor, pero bajo estas condiciones experimentales es aproximadamente
5 veces menos bloactivo que miL-13
16 Inmunizacién con clL-13

ciL-13 y GST-clL-13 se utilizaron entonces como inmunogenes

para inducir la formacién de auto-anticuerpos contra IL-13 de ratén en

D
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ratones Balb/c A los ratones hembra de 6-8 semanas de edad se les dio
una inyeccién subcutanea (sc) de aproximadamente 30 ug de protelna en
adyuvante de Freund completo (CFA) en la base de la cola Esto fue
seguido por tres inmunizacilones de refuerzo en el mismo sitlo,
consistiendo cada una en aproximadamente 10 ug de protelna en
adyuvante incompleto de Freund [IFA] para refuerzos Cada grupo de
tratamiento contuvo 5 animales y fueron Inmunizados de acuerdo al

protocolo en la Tabla 2

Tabla 2

Grupo Inmunizacién

A Control de solucién salina en CFA/IFA sic
B 30/10 pg GST en CFAJ/IFA slc

C Sin ratén nativo Inmunizado

D 30/10 pg GST-hIL-13 en CFA/IFA s/c
E 30/10 pg cIL-13 en CFA/IFA s/c

F 30/10 pg GST-cIL-13 en CFA/IFA s/c
Dia Tratamiento

-12 Pre-sangrado

0 Inmunizacién primaria

14 1% Inmunizacién de refuerzo

27 Sangrado de cola

42 Sangrado de cola

49 2* Inmunizacién de refuerzo
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70 Sangrado de cola
87 Sangrado de cola
29 3* Inmunizacidén de refuerzo
113 Sangrado de cola
140 Sangrado de cola

Las muestras de suero se obtuvieron mediante puncién de
vena de la vena de |la cola en los puntos de tilempo especificados en la
Tabla 2 Después de la separacidn por centrifugacidon, las muestiras se
ensayaron por ELISA respecto a la presencia de respuestas especificas de
IgG a IL-13 de ratén, IL-13 humano y GST Ninguno de los animales en los
grupos A-D poseyd anticuerpos IL-13 de anti-ratdn en ningGn punto de
tlempo Todos los animales en los grupos B, D y F realizan una fuerte
respuesta de IgG a GST (el grupo de animales E también elaboré fuertes
respuestas de anticuerpo a GST, debido a que existla GST remanente en
la muestra de ciL-13 utllizada para Inmunizar estos ratones) Las
respuestas de anticuerpo de IL-13 de anti-ratébn se Indujeron en cinco de
cinco animales en el grupo F y cuatro de cinco animales en el grupo E La
flgura 7 (a y b) muestra los anélisis seroldégicos para uno de estos
animales en el grupo F y uno de estos animales del grupo E 7b (gst — clL-
13 inmunizado y c¢iL-13 Inmunizado, respectivamente) Los resultados
indican que la inmunizacién con GST-Cil-13 o cIL-13 fue capaz de fracturar
la tolerancia a miL-13, generando anticuerpos de anti-miL-13 de ratén

El suero de dos ratones (F1d70 y F5d97) que tuvo fuertes

respuestas de |gG de anti-miL-13, se examind respecto a la capacidad de
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neutrahizar la bioactividad de rmiL-13 en el ensayo de A549/fosfo-STATS
Se incubaron 20 ng/ml o 10 ng/ml de rmiL-13 (R&D Systems) con 1% de
suero en medio de cultivo de tejido RPMI libre de suero durante 15 minutos
a temperatura ambiente antes de una incubacién de 15 minutos a 37°C con
células A549 Los llsatos celulares se prepararon y analizaron por
manchado Western respecto a la presencia de fosfo-STAT6E como se
describi6 previlamente Como control negativo, el suero anti-hiL-13 se
obtuvo de un ratén Balb/c Inmunizado con GST-hIL-13 y mostré mediante
ELISA tener una fuerte respuesta IgG de anti-hiL-13, pero ningdn
anticuerpo anti-miL-13 Como control positivo, el suero de ratén normal se
elevé con un anticuerpo de anti-miL-13 neutralizante (R&D Systems,
nomero de catadlogo AF-413-NA) para dar una concentracién final de 1
pg/mi

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 8,

en la cual se examina lo siguiente

Hilera |Citocina Anticuerpo

1 20 ng/ml rmiL-13 Suero de ratén normal

2 10 ng/ml rmIL-13 Suero de ratén normal

3 0 ng/ml rmiL-13 Suero de ratén normal

4 20 ng/ml rmiL-13 Muestra de suero F1d70

5 10 ng/ml rmiL-13 Muestra de suero F1d70

6 0 ng/mi rmiL-13 Muestra de suero F1d70

7 20 ng/ml rmiL-13 Suero de ratén anti-hiL-13
8 10 ng/ml rmIL-13 Suero de ratén anti-hiL-13
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9 0 ng/ml rmIL-13 Suero de ratén anti-hiL-13

10 Marcadores de peso molecular |-

11 0 ng/ml rmiL-13 Suero de ratén normal+anti-miL-13
12 20 ng/m! rmiL-13 Muestra de suero F5d97

13 10 ng/ml rmiL-13 Muestra de suero F5d97

14 0 ng/ml rmiL-13 Muestra de suero F5d97

15 20 ng/ml rmIL-13 Suero de ratén normal+anti-miL-13
16 10 ng/ml rmiL-13 Suero de ratén normal+anti-miL-13

La inmunizacién con un tnmunogen IL-13 quimérico de la
invencién induce la produccién de auto-anticuerpos contra IL-13 de ratén,
capaces de neutralizar la actividad brolégica del IL-13 de ratéon (hileras 4,
5, 12, 13) en una manera comparable al anticuerpo IL-13 antl-murino
agregado de manera exdgena (hileras 15, 16) Esta actividad no se
presenta en suero de ratdén normal {hlleras 1, 2), nl en suero de animales
Inmunizados con GST-hIL-13 {(hileras 7, 8)

Estos datos proporcionan una base para el tratamiento de
mamiferos con una patologia dependiente de IL-13 medlante su
vacunacién con clL-13 y la induccién asl de una actividad de anticuerpo
neutralizante endégena
17 Construcciones alternativas

171 6 Disefios de ciL-13 Identificados his

GST-clL-13 es proteina producida de manera bacteriana, es

insoiuble y requiere de solubilizacién y redoblez /n vitro La cromatografla

de exclusién por tamafio indica que el proceso de redoblado genera varias
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formas dobladas de manera diferente, lo cual sugiere que una proporcién
de la respuesta inmune se dirnge contra formas que pueden estar
generando anticuerpos irrelevantes que no se enlazan a IL-13 de raton
nativo

Por consiguiente, este candidato puede no generar las mas
potentes respuestas de anticuerpo de IL-13 de anti-ratén, neutralizantes,
posibles

Por esta razdén, se han clonado 6 his-clL-13 en un vector de
expresién mamifera, el 6 his-clL-13 expresado en mamiferos es soluble y
no requiere de redoblamiento in vitro

172 La figura 12 (SEQ ID NO 23 y 24) muestra un antigeno

de vacuna donde se realizan diferentes mutaclones analogas La proteina
numera por secuencias de acuerdo a un esquema donde el residuo de
ghicina en la secuencia "GPVPR" es el residuo 1 Las secuencias
individuales subrayadas corresponden a regiones helicoidales predichas
del modelo estructural revisado Los residuos de doble subrayado en
negro Iindican puntos en los cuales las mutaciones se Incorporan en la
secuencia de ratén

11 Leu de ratébn cambié a Val (rata)

21 Ser de ratén cambié a Thr (no ortélogo)

63 Tyr de raton camblé a Phe (no ort6logo)

71 Gly de ratdén cambi6 a Ala {perro/cerdo/vaca)

100 Ser de ratén cambié a Thr {perro)

104 Gin de ratén cambid a Asn (no ortélogo)

108 His de ratén cambié a Arg (no ortélogo)

(%
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18 Aplicaclén a terapla humana

La figura 8 muestra un posible antigeno de vacuna de acuerdo
a la invencidn dingida a la produccién de anticuerpos de IL-13 anti-humano
en humanos Esto sera atil para el tratamiento de enfermedades
caracterizadas por IL-13 excesivo o inadecuado, por eJjemplo, asma La
secuencia correspondiente a IL-13 de raton se subraya La construccion
contiene doce substitutos amino dcidos que son andlogos a IL-13 murino
Estas son

R - en posicién 30

en  posicidn 37
en posicién 63
en posicién 65
en posicién 68

en posicién ao

1
A < O < M oo X

en posicién 81

en posicion 85

I

en posicién 87

4
T =

en posicién 113

- en posiciéon 115

U < P ® 2T X m m » < <
i

- K en posicién 117
La figura 13 (SEQ ID NO 25) muestra una posible vacuna para
uso humano en base a IL-4 Quimérico Es un ejemplo de una proteina de

vacuna de IL-4 humano, quimérico Los residuos amino a4cidos subrayados
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1

comprenden las regiones estructurales alfa-helicoldales y se derivan de IL-

4 de ratén con la Inclusiébn de amino éacido 21 en la primer hélice Los

sImbolos planos indican residuos amino écidos derivados de IL-4 humano

Las posiciones de las regiones alfa-helicoidales se toman de Zuegg, J et

al (2001) Immunol and Cell Biol 79 332-339

EJemplo 2 La respuesta Immune a GST-cIlL-13 es especifica para IL-13
de ratén y no trans-reacclona con IL-4 de ratén

Ya que el IL-13 de ratdbn es estructuralmente simllar a IL-4 de
ratén, el suero de un ratén Inmunizado con GST-clL-13 (que habla
demostrado contener auto-anticuerpos IL-13 de anti-ratén de titulo
elevado) se analizé respecto a trans-reactividad con IL-4 de ratén
mediante el uso de ELISA de IL-4 de antl-ratbn y un bioensayo de
neutralizacion de miL-4 in vitro
21 ELISA de IL-4 de antl-ratén

Las placas Maxisorp de 86 cavidades se cubrieron con
anticuerpo monoclonal IL-4 de anti-ratdn (NGmero de catalogo MAB404,
R+D Systems) en regulador de carbonato-bicarbonato durante la noche a
4°C Las placas se bloquearon entonces con 3% de BSA/TBST durante 1
hora a RT, se enjuagd 3 veces en TBST y se incubd con IL-4 de ratéon
(Ndmero de catalogo 404-ML-005, R+D Systems) durante 1 hora a RT
Después de enjuagarse, las placas se Incubaron con suero de ratén
durante 1 hora a RT, se enjuagaron nuevamente y se incubaron con
anticuerpo policlonal de IgG de anti-ratdn conjugado con HRP (NGmero de

catalogo A-8308, SIGMA) Después de un enjuague adicional, las placas
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se desarrollaron con substrato de peroxidasa de dihldrocloruro de O0-
fenilenodiamina durante 30 minutos

El nivel de anticuerpos de IL-4 de antl-ratbn en el suero se
expresd como un titulo de punto final EI titulo de punto final se define
como esa dllucién de suero que es equlvalente a dos veces la lectura

antecedente de ELISA

Ratén Titulo de punto final Titulo de punto final
de anticuerpo IL-4 de | de anticuerpo IL-13 de
antl-ratén antl-ratén
Cc2 1/800 1/80000

(muestra de suero
tomada el dia 125,
después de 4 x dosis de
vacuna de GST-clIL-13)

Un nivel muy bajo de trans-reactividad de IL-4 de ratén se
detectd en esta muestra de suero En contraste, un titulo de punto flnal de
anticuerpo IL-13 de anti-ratén mucho mayor se determiné previamente en
esta muestra de suero, utilizando un ELISA de anticuerpo IL-13 de anti-
raton El nivel de trans-reactividad de IL-4 de ratén determinado por este
ELISA no se esperaba que tuviera efectos neutralizantes de IL-4 de ratén
m vivo Esta muestra de suero se determind para capacidad de
neutralizacién de IL-4 de ratén en un bioensayo de IL-4 de ratén n vitro

22 Bloensayo de neutralizaclén de IL-4 de ratén /n vitro

El IL-4 de ratén estimula la proliferacién de las células CTLL /n
vitro Por lo tanto, se desarroll6 un ensayo en estas células, para
determinar la capacidad de neutralizacién de IL-4 de ratén de suero de
este raton vacunado de GST-clIL-13

Para medir la habilidad de suero de ratén para neutralizar la
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bioactividad de ratén recombinante IL-4 en células CTLL de ratén (No de
Cat 87031904, ECACC), 3 ng/ml de IL-4 de ratén recombinante se Incubd
con diversas concentraciones de suero por 1 hora a 37°C en una lamina de
cultivo de tejldo de 96 cavidades (Invitrogen) Sigulente a este periodo de
pre-incubacidn, se agregaron las céiulas CTLL La mezcla de ensayo, que
contiene diversas soluciones de suero, |IL-4 de ratén recombinante y
células CTLL, se Incubé a 37°C por 70 horas en una incubadora de CO,;
himedo El sustrato MTT (No de Cat G4000, Promega) se agregd
durante las 4 horas finales de incubacién, después de 1o cual se detuvo la
reaccion con una solucién aclda para solubllizar el producto formazan azul
metabolizado La absorciéon de la solucidn en cada cavidad se leyd en un
lector de lamina de 96 cavidades a 570 nm de longltud de onda

Note que este ensayo es solamente capaz de medir la
capacidad de neutralizacién de IL-4 de ratén en diluciones de suero
mayores a 0 equivalentes a 1/100 Las diluclones de suero menores a
1/100 inducen los efectos proliferativos no especificos en células CTLL

La capacidad del suero para neutrallzar la bloactividad de IL-4
de ratén se expresd como, aquella dilucién de suero requerida para
neutralizar la bloactividad de una cantidad definida de IL-4 de ratén por
50% (=NDg:) Mientras més se requirld muestra de suero diluida, més
potente fue la capacidad de neutralizaclén

La concentracibn mas alta de suero C2 de ratébn probada fue
un 1/1000 de dilucién Esta no neutrahizé la bioactividad de 3 ng/ml de IL-
4 de raton por 50%, por lo tanto, el NDs;, se expresa como <1/100 de

dilucién

rapt
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Capacldad de Capacidad de
Ratén Neutralizaclén de IL-4 | Neutrallzacién de IL-13
de Ratén de Ratén
(NDso) (NDso)
Cc2
(muestra de suero
tomada en el dla 125, <1/100 176300
post 4 x dosls de
vacuna GST-clL-13)

No se detectd capacidad de neutralizacién de IL-4 de raton en
esta muestra de suero en las diluciones de suero probado En contraste
(cuando se determiné para la capacldad de neutralizaclén de IL-13 de
ratén), esta muestra de suero potencialmente neutralizé la bioactividad de
IL-13 de ratén

Estos datos demuestran que a pesar de que un nivel muy bajo
de reactividad cruzada de IL-4 de ratén puede medirse en el suero por una
ELISA de anticuerpo de IL-4 de anti-ratbn, no existe capacidad de
neutralizacién de IL-4 de ratén asociada

23 Nuevo bloensayo de neutrallzacién de IL-13 de ratén
para determinar la capacidad de neutrallzaclén de IL-13 de raton de las
muestras de suero de ratédn

Los datos de bloactividad GST-clL-13 previa y |la capacidad de
neutralizacién de IL-13 de ratén se generaron utiizando una lectura de

salida de fosforilacién STAT-8 en células A549 Este ensayo es incOmodo
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y no es facllmente décil para la generacién de datos cuantitativos EIl IL-
13 de ratén estimula la proliferacion de células TF-1 In vitro Por lo tanto,
un ensayo se desarrolld en estas células para determinar la capacidad de
neutralizacién de IL-13 de ratén de ratones vacunados por GST-clIL-13

24 Bloensayo de neutrallzaclién de IL-13 de ratén

Para medir la habllildad del suero de ratdn de neutralizar la
bioactividad de iL-13 de ratén recombinante sobre células TF-1 humanas
(obtenidas en alojamiento), 5 ng/ml de IL-13 de ratbn recombinante se
incubé con diversas concentraciones de suero por 1 hora a 37°C en una
lamina de cultlvo de tejido de 96 cavidades (Invitrogen) Siguiente a este
periodo de pre-incubacion, las células TF-1 se agregaron La mezcla de
ensayo, que contiene diversas diluciones de suero, IL-13 de raton
recombinante y células TF-1, se incubd a 37°C por 70 horas en una
incubadora de CO,; hamedo El sustrato MTT (No de Cat G4000,
Promega) se agregd durante las 4 horas finales de incubacidn, después de
lo cual se detuvo la reacclén con una soluclén acida para solubllizar el
producto formazan azul metabolizado La absorcidn de la soluclén en cada
cavidad se leyd en un lector de lamina de 96 cavidades a 570 nm de
longltud de onda

Note que este ensayo es solamente capaz de medir la
capacidad de neutralizaclén de IL-13 de ratébn en diluciones de suero
mayores a o equivalentes a 1/100 Las diluclones de suero menores a
1/100 inducen los efectos proliferativos no especificos en células TF-1

La capacidad del suero para neutralizar la bioactividad de IL-

13 de ratén se expresé como, aquella dilucién de suero requerida para
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neutralhizar la bioactividad de una cantidad definida de IL-13 de ratén por
50% (=NDss) Mientras mas se requiridé muestra de suero diluida, mas
potente fue la capacidad de neutralizacién

La capacidad de neutralizacion de IL-13 de ratén de suero de
ratones inmunizados por GST-cIL-13 se midi4 por el método anterior Las

respuestas de neutralizacién de IL-13 potentes se generaron, segin se

indica abajo
Ratén Capacidad de Neutrallzaclén
(muestras de suero tomadas de IL-13 de Ratén
en el dia 125, post 4 x dosls (NDygo)

de vacuna GST-clL-13)

c1 1/1250
C2 175230
c3 1/523
C4 11417
Cs 1/1870

235 Determinaclén del nivel de neutralizacién de IL-13 de
raton requerida para eflcacla en el modelo de asma de ratén de
“problema de ovalb(imina”

Para punto de referencia, la potencia requerida de una
autovacuna de IL-13 para tratamiento de asma, los ratones se trataron con
diversas dosis de anticuerpo policlonal de IL-13 de anti-ratén de conejo
(administrada pasivamente por Inyeccién Intra-peritoneal) durante el

problema de ovalbumina, en el modelo de asma de ratén de "problema de

=X
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olvabumina” Los parametros de modelo tales como hiper-respuesta por
via aérea (AHR), metaplasia de célula caliclforme (GCM) y contenido de
célula inflamatoria de pulmén se midieron al final de este experimento La
eficacia en este modelo se correlacion6 a los niveles de neutrallzacién de
IL-13 de ratén lograda en el suero de ratdn El bioensayo de
neutralizacién de IL-13 de ratén se utihzé para determinar el nivel de

neutralizacién de IL-13 de ratén en muestras de suero

Grupo de Tratamlento Capaclidad de Neutrallzaclén
(Dosis anticuerpo de IL-13 de de IL-13 de Ratén
anti-ratébn de conejo (NDgo)

pasivamente administrada)

Dosis Mas Alta 1/4100
Dosis Alta 172670
Dosis Media 17476
Dosls Mas Baja 17207

Los grupos de tratamiento dadas las tres dosls mas altas de
anticuerpo, se realizaron de igual forma Todos estos tres grupos
mostraron eficacia equivalente a {(para AHR) o mejor que (para GCM) que
el tratamiento estandar de oro (dexametasona, administrada por la via
intraperitoneal a 3 x 1 5 mg/kg) utihzado en este modelo La dosis "mas
baja” del anticuerpo administrado, mostré eficacia en alguna parte entre
aquella de dexametasona y los grupo de control positivo “sin tratamiento”

Por lo tanto, el nivel de neutralizacién de IL-13 lograda en el

grupo de tratamiento de “dosis media”, representa el umbral de potencla

B;:
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requendo para una autovacuna de IL-13 en este modelo de animal ElI
umbral de potencia se define como el nivel mas bajo de la neutralizacién
de IL-13 en suero de ratén, requerido para mostrar 100% de eficacia en el
modelo de asma (= EDyo9) Por lo tanto, 1XEDqoo ©s equivalente a un NDgo
de 1/476

importancia del umbral de potencia definido

El nivel de neutralizacién de IL-13 requerido para eficacia en |
modelo de asma de raton de “problema de ovalbumina® se ha definido
anteriormente Los niveles de neutralizacién de IL-13 inducida por GST-
clL-13 en C1-3 y C5 de ratones, se encuentran en exceso del umbral de
potencia requerido para eficacia en el modelo de asma Estos resultados
se muestras en la Figura 11

Por lo tanto, la vacuna GST-clL-13 podria esperarse que
muestre eficacia en el modelo de asma de ratén

EJemplo 3 Conflguracién de Inmunogenicidad de GST-clL-
13 en combinacidén con diversos adyuvantes

31 Protocolo de Inmunizacién

Se utihzé GST-clL-13 como un Inmunogen para inducir la
formacién de auto-anticuerpos contra IL-13 de ratén en ratones Balb/c A
los ratones hembra de 8-8 semanas de edad se les dio una Iinyeccidén de
aproximadamente 100 ug de protelna en adyuvante Esto se sigulé por
cuatro Inmunizaciones reforzadoras cada una consistiendo de 50 ug de
proteina en adyuvante (Ver abajo para formulaclones de Inmunogen +
adyuvante) Cada grupo de tratamiento contuvo 5 animales, Inmunizados

de acuerdo al protocolo en la tabla de abajo

P
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Las muestras de suero se obtuvieron por venepuntura de la
vena de cola en los puntos finales especificados Después de la
clarificacién por centrifugaclén, las muestras se ensayaron por ELISA para

la presencia de respuestas de IgG especificas a ratéon IL-13

Grupo Inmunizacién

A GST-cIL-13 en ASO03 I/m

GST-cIL-13 en Alumbre 1/p

GST-cIlL-13 en "Inmuno-Facil® i/m

GST-clL-13 en CFA/IFA s/c

GST-ciL-13 en PBS s/c

M m O O W

Sin InmMunizaciones

Dia Tratamlento

=7 Pre-sangrado

0 Inmunizacién Primaria
21 1* inmunizaclén de refuerzo
35 Sangrado de Cola

49 2* \nmunizacién de refuerzo
63 Sangrado de Cola

77 3" inmunizacién de refuerzo
92 Sangrado de Cola

106 4*® inmunizacién de refuerzo
125 Sangrado de Cola
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32 Inmunogen + formulaclén de adyuvante

Preparaclén de adyuvante de emulsién AS03

Tween 80 se disolvié en salina regulada por fosfato (PBS) para
dar un 2% de solucidn en el PBS Para proporclonar 100 ml de emulsién
de concentrado de dos pliegues, se arremolinan completamente 5 g de alfa
tocoferol DL y 5 mL de triterpeno La emulsién resultante se paso asi a
través de una Jeringa y finalmente se microfluidizé al utihzar una maquina
de microfluidicos M110S Las goticulas de acelte resultantes tlenen un
tamafio de aproximadamente 180 nm

Mezclar el adyuvante 1 1 con solucién de proteina, arremolinar
brevemente (10 segundos a velocidad media) e incubar por 10 minutos a
temperatura ambiente sobre un agitador orbital Arremolinar brevemente
antes de la Inyeccléon y administrar 100 ulL de suspensién total por ratén
por la via Intramuscular en 2 sitlos separados (es decir, 2 x 10 ul por
ratobn, una inyecclén en cada muasculo cuadriceps Preparar en fresco
antes de cada inmunizacién

Alumbre

Suministrado por SIGMA (No de Catalogo No A-1577)
Preparar una suspensién de 2 mg/ml de alumbre en PBS Mezclar el
adyuvante 1 1 con solucidén de protelna, arremolinar brevemente e incubar,
agitar suavemente por 10 minutos a temperatura ambiente Arremolinar
brevemente antes de la inyeccién y administrar 100 uL de suspensidn total
por ratdn i/p Preparar en fresco antes de cada inmunizaciéon

CpG - Inmuno-Fécll

Suministrado por Qiagen (No de Catalogo 303101) Mezclar
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el recipiente de depodsito por remolino suave, después mezclar el
adyuvante 1 1 con proteina por pipetar suavemente arriba y abajo 5 veces
Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos Pipetar suavemente la
mezcia arriba y abajo 5 veces y administrar 100 ul de suspensién por ratén
por la via intramuscular en 2 sitios separados (es decir, 2 x 50 ulL por
ratén, una Inyeccién en cada misculo cuadriceps) Preparar en fresco
antes de cada inmunizaciéon

CFAJ/IFA

Suministrado por SIGMA (Nos de Catalogo F-5881, F-5506)
Formular 1 1 con CFA pre-mezclado para el principal o IFA para refuerzos
Mezclar por remolino para asegurar una suspensién blanca a nivel con el
CFA/IFA Almacenar en hielo por al menos 30 mins antes de utilizarse y
mezclar por remolino completamente antes de dosificarse

33 Respuestas de anticuerpo de IL-13 de anti-ratén

Las respuestas de anticuerpo de I[L-13 de anti-ratébn se
monlitorearon en las muestras de suero utllizando una ELISA de deteccidn
de anticuerpo de IL-13 de anti-ratén Las laminas Maxisorp de 96
cavidades se ravistieron con anticuerpo monoclonal de IL-13 de anti-ratén
(No de Cat MAB, Sistemas R+D) en regulador de bicarbonato-carbonato
durante la noche a 4°C Las laminas se bloquearon asl con 3% de
BSA/TBST por 1 hora a TA, se lavaron con 3 veces en TBST, y se
incubaron con IL-13 de ratén (No de Catélogo 413-ML-025, Sistemas R+D)
por 1 hora a TA Después del lavado, las laminas se incubaron con suero
de ratébn por 1 hora a TA, se lavaron nuevamente y se incubaron con

anticuerpo policlonal de IgG de anti-ratén conjugado de HRP {SIGMA, No
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de Catélogo No A-9308) Siguiente al lavado adicional, las laminas se
desarrollaron con sustrato de peroxidasa de dihidrocloruro de O-
fenilenodiamina por 30 minutos

El nivel de anticuerpos de IL-13 de anti-ratén en el suero se
expresd como un titulo de punto final EI titulo de punto final se define

como aquella diluciébn de suero que es equivalente a dos veces la lectura

anterior de ELISA

Ratén Tltulo de punto final de anticuerpo de IL-3 de antl-ratén
AS03 Alumbre CpG CFAIIFA
1 1/875 1/7250 1/67500 1/6750
2 1/9250 1/800 1/80000 1/975
3 1/160 1/9000 1/54000 1/6000
4 1/9000 1/6500 1/62500 1/18000
5 1/3600 1/10000 1/77500 1/31000

La Figura 10 ilustra las configuraciones de anticuerpo de IL-13
de antl-ratén en los diversos grupos de tratamiento en el dla 125, para las
muestras de suero diluidas en 1/100

Todos los cinco ratones inmunizados con GST-clL-13 en
combinacidn con adyuvante CpG provocaron fuertes respuestas de auto-
anticuerpo de IL-13 de anti-ratén Esto es en contraste a los otros
adyuvantes, en donde las respuestas fueron menos consistentes a lo largo
de cada grupo, algunos ratones provocando a la vez respuestas mas

débiles

Estos resultados indlcan que el adyuvante CpG es mucho méas
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eficaz en provocar respuestas de auto-anticuerpo de IL-13 de anti-ratén de
alto titulo consistentes en comparacién a los otros adyuvantes probados

Estas muestras de suero se analizaron por la habllldad
neutralizadora de IL-13 en un bloensayo de neutralizacion de IL-13 in vitro

34 Capacldad de neutralizacién de IL-3

Para medir la habilidad del suero de ratén de neutralizar la
bloactividad de IL-13 de ratén recombinante sobre células TF-1 humanas
(ATCC No de Catalogo CRL-2003), 5 ng/ml de IL-13 de ratén
recombinante se incubd con diversas concentraciones de suero por 1 hora
a 37°C en una lamina de cultivo de tejldo de 96 cavidades (GibcoRL)
Siguiente a este perlodo de pre-incubacién, las células TF-1 se agregaron
La mezcla de ensayo, que contiene diversas diluclones de suero, IL-13 de
ratén recombinante y células TF-1, se incub6 a 37°C por 70 horas en una
incubadora de CO, himedo El sustrato MTT (No de Cat G4000,
Promega) se agregé durante las 4 horas finales de incubacion, después de
lo cual se detuvo la reaccibn con una solucién acida para solubilizar el
producto formazan azul metabolizado La absorcién de la solucién en cada
cavidad se leyd en un lector de ldAmina de 88 cavidades a 570 nm de
longitud de onda

Note que este ensayo es solamente capaz de medir la
capacidad de neutralizacién de IL-13 de ratdn en diluciones de suero
mayores a o0 equilvalentes a 1/100 Las dlluclones de suero menores a
1/100 inducen los efectos proliferativos no especificos en células TF-1

La capacidad del suero para neutrallzar la bioactividad de IL-

13 de ratbn se expresd como, aquella dilucién de suero requerida para
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neutralizar la blioactividad de 5 ng/ml de IL-13 de ratén por 50% (=NDgo)
Mientras més se requirié muestra de suero diluida, mas potente fue la
capacidad de neutralizacién

La concentracion mas alta de suero de D5 de ratén probada
fue un 1/1000 de dilucién Esta no neutralizé la bioactlvidad de 50 ng/mi

de IL-13 de ratén por 50%, por io tanto, el NDs, 8@ expresa como <1/100

de dilucién
Ratén Capacidad de neutralizaclén de
(Muestras de suero IL-13 de Ratén
tomadas en el dla 125) {NDgo)
c1 1/1250
C2 1/5230
C3 1/523
c4 17417
CS 1/1870
D5 <1/100

Las muestras de suero del dia 125 de todos los cinco ratones
inmunizados con GST-clL-13 en combinacién con el adyuvante CpG, fueron
capaces de neutralizar potencialmente la bioactividad de IL-13 de ratén en
un bioensayo in vitro En contraste, la muestra de suero del dia 125 de D5
de ratébn (inmunizado con GST-clL-13 en CFAJ/IFA) fue incapaz de
neutralizar la bloactlvidad de IL-13 de ratén en todas las diluciones

probadas



v
Estos resultados indican que el adyuvante CpG es mucho mas
eficaz en provocar respuestas de auto-anticuerpo de IL-13 de anti-ratén

neutralizadoras en comparacién a los otros adyuvantes probados
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REIVINDICACIONES

1 o/de una proteina recombinante quimérica que tlene
epltopes de célula provenientes de una auto-proteina de una primer
especle mamlifera y una mutacién que da lugar a una secuencia de una
proteina anéloga de una especie mamifera que es diferente de dicha
primer especie mamifera, de tal manera que la proteina es capaz de
provocar una respuesta inmune que reconoce la proteina natural de la cual
se derivan los epitopes de célula B en la primer especle mamifera, en la
elaboracibn de una vacuna para fraccionar la tolerancia de células B y
provocar asi una respuesta inmune contra dicha auto-proteina en dicha
primer especie ma (era

2 Uso de una proteina recombinante quimérica que tiene
epitopes de célula B provenientes de una auto-proteina de una primer
especie mamlifera que se injertan, por substitucién, en una estructura de
trabajo de una proteina analoga de una segunda especie mamlifera, de tal
manera que la proteina es capaz de provocar en la especie de la cual se
derivan los epltopes de célula B, una respuesta Inmune que reconoce la
protelna natural de la cual se derivan los epitopes de célula B, en la
elaboracibn de una vacuna para fraccionar la tolerancia de células B y
provocar asi una respuesta inmune contra dicha auto-proteina en dicha
primer especie m era

3 El uko segin cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2,
caracterizado p\F la protelna comprende una regién superficlal
conservada, y una mutacién Introducida en la regiébn expuesta no

superficlal, dando lugar dicha mutacién a una secuencia de una proteina

Py



10

15

20

-70 -
analoga de tal manera que la proteina es capaz de provocar una respuesta
inmune a la auto-proteina en la especie de la cual se deriva la auto-
protelna, en la elaboracién de una vacuna para fraccionar la tolerancia de

células B y provocar asl una respuesta inmune contra dicha auto-proteina

en dicha primer esps{n‘ amifera
4 El sojsegl’m cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,

caracterizado porque la protelna es una proteina humana y la secuencia
amino acida de la misma se muta para dar lugar a una secuencia de mas
de 5 amino écidos contiguos de una proteina no humana, anéloga, y
tamblén en donde dicha mutaclién reemplaza mas de un amino acido de la
secuencia amino acida humana, nativa en cada regidn expuesta no
superficial de la protelna humana y no se presenta en residuos que son
residuos superficlales en la protelna activa, doblada, nativa, en solucion
acuosa bajo condiclonesisiolégicas

5 El {uso segin cualquiera de las relvindicaciones 1 a 4,
caracterizado porque la respuesta iInmune es una respuesta de anticuerpo
neutralizante

6 El\yso/segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
caracterizado porque la proteina o epltope de célula B se deriva de una
citosina humana

(|

7 Elj\uso seglin la reivindicaciébn 8, caracterizado porque la

cltosina humana es una citosina 4-helicoidal

8 Elegﬁn la reivindicacién 7, caracterizado porque la

citosina humana es |IL-4 o IL-13

&)

9 seg0n la reivindicacion 8, caracterizado porque la

Wt
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cltosina humana es IL-13 y la vacuna es para el tratamiento de asma

‘10/ Una protelna quimérica recombinante caracterizada
porque comprende la secuencia amino acida de una protelna humana en

e ——— —————

donde la secuencia amino acida se ha mutado para dar lugar a una QGO

Eplt -

secuencia de més de 5 amino acidos contiguos a partir de una protelna L“ Q.
andloga, no humana, y también en donde méas de un amino acido de la
secuencia humana nativa se reemplaza en cada're_glgn__e_xpygita no
superflclg_l__de la —proteina humana y no en residuos que son residuos
superficiales en protelna actlva, doblada, natlva en solucibn acuosa bajo
condiciones fisiolégicas
}11/ Una proteina recombinante segun la rewvindicactén 10,
caracterizada porque la secuencia amino acida de proteina humana ha Jd d\!ﬂl
mutado para sustituir las regiones expuestas no superficiales de la
protelna humana con las secuencias equivalentes de una protelna no
humana, analoga, mientras se conservan los epitopes de célula B
expuestos, superficiales
/ 2 Una protelna recombinante segun la reivindicacién 10 u l‘h‘ﬂ?
11, caracterlzada porque la protelna humana es IL-4
13 Una proteina recombinante segln la reivindicacié6n 10 u )
11, caracterizada porque la protelna humana es IL-13 QOMQ‘NLO |
4 Un IL-13 humano, mutado, recombinante, segin Ia
reivindicacion 13, que tiene una o mas de las siguientes substituciones o
una substitucidn que involucra una substitucién conservadora de la misma

R - K en posicién 30

v - S en poslcién 37
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Y - F en posicién 63
A - Vv en postcion 65
E - D en posicidn 68
E - Y en posicién 80
K - R en  posicién 81
M - | en posicidn 85
G - H en posicién a7
Q - H en posicién 113
\'" - | en posicién 115
D - K en posicléon 117

‘)6/ Un IL-13 humano, mutado, segin la rewvindicacién 14,
caracterizado porque tlene,unia pluralidad dg’las substituciones listadas
~
/ Un hu%‘ mutado, recombinante, seglin Ia

reivindicacién 14, caracterizado porque comprende todas Ias
__——-l
substituciones listadas o una substitucién que Involucra una substitucién
conservadora ?I‘és mismas
/1

caracterizado porque tiene una o mas de las siguientes secuencias

OF cfpudisl , sl

Un IL-13 humano, mutado, seglin la reivindicacion 12,

FCVALDSL
AIYRTQRILHG
KIEVAHFITKLL

o una varlante de dicha secuencia que comprende una © mas

substituciones conservadoras
/ Un IL-13 humano, mutado, segun la relvindicacién 17,
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caracterizado porque tlene la secuencia mostrada en la figura 8
Un polinucleétido que codifica una proteina segln las
relvindicaciones 10 a 18
2 Un polinucleétido segin Ila reivindicaciébn 19,
caracterizado porque es un ADN y se enlaza de manera operable a un
promotor
1 Un vector que comprende un polinucladtido segin las
reivindicaciones 19 o 20
22 7 Un huésped transformado con un polinucleétido segin la
relvindicaclén 19 o 20 o un vector seglin la reivindicacién 21
(6 Una composiclon de vacuna que comprende una
proteina, polinucleétido o vector segin se reivindica en cualquiera de las
relvindicaciones 10 a 22 con un vehiculo o exciplente farmacéuticamente
aceptable, para.utilizarse en medicina
24/ Una composiciébn de vacuna segdn la reivindicacidn 23,

caracterizada porque comprende ademas un oligonucleétido

inmunoestimulafor

g Una composiciébn de vacuna segun la reivindicacién 24,
caracterizada porque el oligonuclebtido inmunoestimulador se selecciona a
partir del grupo
OLIGO 1(SEQ ID NO 1) TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)
OLIGO 2(SEQ ID NO 2) TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)
OLIGO 3(SEQ ID NO 3) ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
OLIGO 4(SEQ ID NO 4) TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
OLIGO 5(SEQ ID NO §5) TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)

oo P
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26 El uso de una proteina seglin las reivindicaciones 10 u
11 en la elaboraclé(n ® una vacuna para fraccionar la tolerancia de célula
B y provocar asl una respuesta inmune contra dicho auto-antigeno en un
humano

27 EIf uso/ de una proteina segln cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 18 en la elaboraciébn de un medicamento para el
tratamiento de enfe} ,’ci?des medladas por IL-13

28 /El uso segln la reivindicacién 27 para el tratamiento de
asma

(;_;) Un método para el tratamlento de profilaxis de

enfermedad mediada por 1L-13, caracterizado porque comprende Ila
administracidn de una cantidad segura y eficaz de una composicion segln
la reivindicacién 21 a un paciente que necesita la misma
J Un método para la preparaciéon de una protelna segln
cualquiera de las relvindicaciones 10 a 11, cuyo método comprende

1 dentificacién de una o mas regiones de una auto-proteina,
tipicamente humana, contra la cual se desea una respuesta de anticuerpo

2 dentificacion de la secuencia amino &cida de la auto-
protelna

3 identificacién de la secuencia amino &acida de una
construccion de proteina analoga medlante técnicas de ADN
recombinantes de una molécula quimérica que contiene al menos una
regidn objetivo 1dentificada en etapa 1, cuya secuencia amino acida se

toma de la secuencia identificada en la etapa 2, y

suficientes amino acidos de la{s) secuencia(s) identificada(s)
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en la etapa 3 a fin de permitir que la proteina resultante se doble en una
forma similar a la de la auto-proteina, de tal manera que la proteina
mutada puede provocar una respuesta inmune que reconoce la auto-
protelna

}/Un método para la producclén de una vacuna de auto-
protelna para atholerancla de célula B y para provocar
una respuesta Iinmune contra un auto-antigeno en un humano,
caracterizado porque comprende (a) tomar una protelna humana, y (b)
mutar la secuencia amino acida de la proteina humana para dar lugar a
una secuencia de mas de 5 amino acidos contiguos a partir de una
proteina analoga no humana y también en donde méas de un amino acido
de la secuencia humana nativa se reemplaza en cada region expuesta no
superficial de la protelna humana y no en residuos que son residuos
superficiales en proteina activa, doblada, nativa, en solucién acuosa bajo
condiciones fisiolégicas

}2’ Un método para la produccidn de una vacuna de auto-
proteina segdn la reivindicacién 31, caracterizado porque comprende (a) la
toma de una protelna humana, y (b) sustituir los amino acidos expuestos
no superficlales con los amino &cldos equivalentes de una proteina
analoga de una especie mamlifera no humana mientras se conservan los
epltopes de célula B expuestos, superficiales

}( Un método para la produccion de una auto-vacuna,
caracterizado porque comprende Ila elaboracibn de una protelna
recombinante quimérica que comprende regiones superficlales

conservadas de una proteina humana, y una mutacién introducida en una

a
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region expuesta no-superficial, dando lugar dicha mutacibn a una
respuasta Inmune a la proteina humana en un humano y formulando dicho
antigeno recomblnaﬂg{:mmérlco en una formulacién de vacuna

El uso de un polinucleétido o vector que comprende
dicho polinucleétido, que codifica la proteina recombinante quimérica

descrita en cualquiera de las revindicaciones 1 a 3, en la elaboracién de

una vacuna para fracturar tolerancia a células B
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<160> 23
<170> Fast8SEQ foxr Windows Versiom 4 0

<3230> 1

<211> 10

<3132> PRT

<313> Secusncia Artificial

<220>
«3323> epitopa mutado

<400> 1
Lesu Lys Glu Lau Ila Glu Glu Leu Sax Amn
1 5 10

<210> 2

<dll> 8

<dl2>» PRT

«<213> Becuencia Artificial

<220>
<323>» epitope mutado

<400> 2
Phe Cys Val Ala Leun Asp Ssxr Leu
1 5

<2l10» 3

«<3211> 11

«<3la» PRT

«<213> Secuencia Ariificial

«<220>
<333> epitope mutado

<400> 3
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- 5 10

<210> 4

<211>» 12

«<212>» FRT
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<220>
<233> spitops mutado
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<400> 4

Lys Ila Glu Val Ala His Phe Ile Thr Lys Leu Lau
i

5 10

<210> S5
<211> 20
«212> ADN
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<220>
<2323> oligonuciedtido Inmunoesiimulsdor sintitico

<400> 5
tcoatgaogt tootgmogtt

<210> 6
211> 18
«<2132> ADN

<213> desconocido

<320>
<223 > oligonuciedtido inmuncestimulador sintético

<400> 6
totccoageg tgogocat

<310> 7
«311» 30
«212> ADN

«213> gasconocido

<3220>»
<32323> oligonuciedtido Inumoestimulador sintitico

<3220>
<223> oligonuciedtido Inmuncestimulador sintitico

400> 8
tcgtogtitt gtogttttgh cptt:

<210> 9
<311> 20
«<213> ADN

<213> desconocido

<d20»
«223> oligonuciedtido Inmuncestimulador sintitico
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<313> gecuencla Artificial

<220>»
<223> gligocarga de Inicio de PCR para [L.13 Quimirico para uso mawino

<400> 11

sgmugerggt caacatcaca caagacoaga ctococtgtg cancggosge atggtatggm 60
gtgtggacct ggc 73

<220> 12

«311> 732

<212> ADN

<213> Becuancia Artificis

<220>
«<223> oligocarga de Inicio de PCR para IL13 Quimérico pars uso murino
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gcaattggag atgttggton gggattocag ggotgomomg taocccgecag cggecaggte 60
cacactccat ac 72

<210> 13
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<213> Secusncia Artificial

<220>
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«213> Secusncia Artificial

<220>
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313> Secuencia Artifieial

<320>
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acggocectt o 71

<210> 16
<211> 28
<213> anN

<213> gecusncia Artificia)

<220>
«223> oligocarga de iniclo de PCR para IL13 Quimdérico para uso murino

<400> 16
cgoggattos ggooogtgeo aagaktctg 28

<210> 17

<211> 37

<212> ADN

<213>» Secusncia Artificial

«230>
<333> gligocarga de Iniclo da PCR para (.13 Quimérico pare uso murino

<400> 17
ctcocgotoga gtogacttag aaggggoogt ggogmaa M

<3210> 18

<311>» 28

<212» ADN

«<213> Sacuencia Artificial

<«220>»
<223> oligocarga de inicio de PCR pars 113 Quimdrico para uso Mmarino

<400> 18
cgoggatcceg ggcocggtgec aagatotg 28

<210> 19

<211>» 338

<213> ADN

«213>» Sacuancla Artificial

<220>»
«223> IL13 Quimirico para uss murine

«400>» 19

ggg9ooggtge casqatotgt gtctctcoot gtgmocctta gggagotcat tgmgomgotg 60
gtoaacatcs cacaagmcoca gaotcocctg tgoaacgges goatggtatg gagtgtgouo 120
ctggecgetg gogggtactg tgoagoootg gaatooctga ccancatote caattgoast 1680
gooAtcgagh ROACCCAGEG TAtgUtgOgs QOROLOtgta accgcaagge Crooaotaog 340
gtotocoagoo tcoocgatac camaatogag gtggeceagt tigtasagom cctgotoago 300
tacacaaagc asctgtttcg coacggeeco ttotam 336
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«313> Sacuencia Artificial

<230>
«223> L3 Quimdrico para uso murino
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<210> 21

«211> 399

<213> ADN

«<213> Secuencia Artificlal

<220>
«223> L3 Quimirico para uso lummano

<400> 2l

atggogottt tgttgaccao ggteattgot obtcaocttgoo ttggoggott tgoctccoom 60
ggeectgtge octoogtotac sgecottang gagottattg agghgetgag camcatcaco 120
cagamgoaga aggctcogot otgcaatggu agoatngttt gougeatcas octgacaget 160
ggumtgttet gtgtagocct ggattcoocty atcaacgtgt caggatgong tgocatctao 240
aggacccags ggatattgea tggottctgc cogoncaagy teotcagetgg goagttttoo 300
sguttgeatg tcocgagacac canaatcgaa gtagoccaot ttatascaaa actgctotta 360
catttamsga aactttttog cgugggacgg ttcoaactge 399
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Gly Oln Fhe Sar Sexr Leu Nis Val Axrg Asp Thr Lys Ila Glu Val Ala
100 105 110
His FPha Ile Thr Iys Leu Leu Leou Nis Leu Lys Lys Lau Fhe Arg dlu
118 130 125
Gly Axg Phe Asn
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<210> 23

<311> 396

<212> ADN

213> Sacuencia Artificial

«220>
<223>» IL3 Quimirico para uso murino
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ctggeogetg geggattoty tgtagoocty geattooctga comacatotc caattgomat 340
gccatcottca ggaccaosgag patattgeat geooctotgta accgeasgge occcactacy 300
gtctcoagoc tooccogatac caasatogas gtagoocaot ttatascasa actgctcmooc 360
tacacnastga acotgtttog cogoggoocg ttctaa 356
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<212> FRT
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