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Anexos

Comprobante de pago de la tasa de presentacidn de la sollcitud.

Documento que acradila lu existencia y representacidn legal cuando el solicitunte sea persona juridica.

Poderes, sl fusre al caso, junto con la sustitucién del mismo a mi favor

Documento de ceslén del inventor al solicitante o0 a su causante.

Decisraciones,

Copia de la solicitud Intemacional (Resumen, deacripcién, relvindicaciones, dibujos).

Traduccidn de la solicltud intemacional al castellano (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos).

Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad intemacional de Examen Preliminar (IPEA).
Traduccién del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.

De sar el caso, copla del contrato de acceso.

De sar ol caso, documento que acredite la Bcencla o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades Indigenas.

De ser el caso, cartificado de depisiio del matadal bloldgico.

Arte final 12%12

De sar ol caso, informacién sobre ofras solicitudes de patenta o tituloe cbtenidos en el extranjero por el mismo titular
© su causants, relacionadas parcial o totalmente con la invencidn de esta solicitud.

De ser ol caso, modificaciones efectuadas a la soliciiud intemacional.
Otros
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ALVARO CASTELLANOS M. & CIA.
ABOGADOS
Carrera § No. 83-09

Apartado 8349
Bogoth, D.C. - COLOMBIA

NOMBRE

1. LUIS ENRIQUE FERNANDEZ M.

2. BELINDA SANCHEZ RAMIREZ

3. EDUARDO RAUL SUAREZ PESTANA

4. ANABEL DE LA BARRERA AIRA

5. CIRCE MESA PARDILLO

6. JOEL DE LEON DELGADO

7. YILDIAN DIAZ RODRIGUEZ

8. ROLANDO PEREZ RODRIGUEZ

ANEXO No. 1

INVENTORES

DOMICILIO

Calle 180 entre 1ra y 5ta, Edificio A3 Apto. 13,
Flores, Playa, Provincia Ciudad Habana, CUBA

Calle Lealtad No. 415 Apto. 22 entre San José y
San Rafael, Centro Habana, Provincia Ciudad
Habana, CUBA

Calle 184 entre 1ra y 5ta, Edificio BEE-1 Apto. 15,
Flores, Playa, Provincia Ciudad Habana, CUBA

Calle San Gregorio No. 288, Apto 3 entre Loreto
y Alegria, Vibora Park, Arroyo Naranjo, Provincia
Ciudad Habana, CUBA

Calle 4ta No. 86 entre Central y Santa Maria,
Nalon Guanabacoa, Provincia Ciudad Habana,
CUBA

Calle Patrocinio No. 317 entre Figueroa y Cortina,
Vibora, Provincia Ciudad Habana, CUBA

Calle 34 No. 311 entre 3ra y 5ta, Miramar, Playa,
Provincia Ciudad Habana, CUBA

Calle Juan Delgado No. 567 entre Acosta y
Offarrill, 10 de Octubre, Provincia Ciudad Habana,
CUBA
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ALVARO CASTELLANOS M. & CIA.
ABOGADOS
Carrera 8 No. §3-09
Apartado 6348
Bogotd, D.C. - COLOMBIA

Sefior

Jefe de la Division de Nuevas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio
Ministerio de Desarollo Econdmico

E. S. D.

Ref.. PODER conferido por la sociedad CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR

Yo, XIMENA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domiciliada como
aparece al pié de mi fima, atentamente manifiesto a Uds. que sustituyo en la Dra.
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, el poder que me confirié [a sociedad CENTRO
DE INMUNOLOGIA MOLECULAR, con domicilio en Calle 216 Esq. 15, Atabey, Playa, C.
Habana 12100, CUBA, debidamente legalizado por el Ministerio de Relaciones Exteriores
bajo el No. 102503 el dia 23 de Enero de 2001, con las mismas facultades que me fueron
conferidas, para tramitar la solicitud de Patente de Invencién PCT en Fase Nacional para:
"COMBINACIONES FARMACEUTICAS PARA POTENCIAR LA INMUNOGENICIDAD DE
ANTIGENOS POCOS INMUNOGENICOS".

Del Sefior Jefe, Acepto
WO’VVMAAZ Np\gyha,dﬁam

Ximena Castellanos Abondano Margani astellanos Abondano s

C.C. No. 39.773.330 de Usaquén C.C. No. 39.779.654 de Usaquén

T.P.A. No. 58.236 del C.S.J. T.P.A. No. 70.819 del C.S...

Camera © No. 93-09 ~ Bogota, D.C. Carrera 9 No. 93-08 — Bogota, D.C.

Teléfonos: 61 (_)7420 - 6107480 Teléfonos: 6107420 — 6107480

Bogot4, D.C.

XCAMCA/4BTSFNPCT
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. PODER _ .

6 (los) suscrito {s) -Aguatin Jage Dfvila
Director del CENTRO DE TNMINOIOGIA. _

——

mmg san Calle 216 216 Esq. 15, Atabey,
Playa, C. Hsbana 12100, Cuba,

‘nombra por o pressnis a2 XNimena Castellanes A. y/o
Margaiits Casislisnos A. abogadas con oficinas en la Carrera 9
No. $3-09, Bogotd - COLOMBIA pana

¥ bdry ablener la proteccidn de mi (nuestra) propladad Industrial y
con -ssts fin autorkamos a dichos apoderados para que nos
" represanten anls cualesquiera autoridades o personas de los Orde-
- nas adminfstrativo, contencioso-administrative y judiciul on todolo
relaclonada con los sigulentes actos y gestlones:
a) Obtancion de patentes de invencion, modeios y dibujos industria-
* lus; repistro de marcas de{dbrica, deservicia, colactives o defensivas
y de denaminaclones de crigen; depdsiio de nombres y ensefias
comerciales; su renovacidn prdmroga, Inscripelén de traspaso y
cambio de nombra o domicllio, cancelacidn voluntaria y ol registro
do llcencla de uso de es0s derechos; b) acclones d& oposicién,
* cangelacion, nulldad, medidas cautelares y en general los julcios
civiles, penales, administrativos o contencloso-administrativos qus
rioMmovamas o g8 nos promusvan, pudisndo sn lodos los actos y
- gestiones anmiba detsrminados susthulr dste mandato, transigir,
desistir, reciblr, cancelar, renunciar, aceptar notificaclones y nom-
_hwodmdas judiclales y extrajudiclales.

fy

POWER OF ATTURNEY:

-of

1 {we) the undersigned

hereby grant{s) Power of Attomey to Ximena Castellanus A. v/o
Margarita Castsllanos A. atiornsys residing at Carrera 9
No. 93-09 Bogoid - COLOMBIA to

and to obtain the proteciion ¢f my (our) industrial propenty. for wich
purpose wo authorlze the sald attornays to represent us bafore any
duthoritles or persons, spechally those, adminisirative, adminlstrative
contantious and judiclel, in all matters conceming the following:
a) Obtalnment of patents, models and designs; the teglstration of
trademarks, service, cclisctive and defensive marks, and of
designations of origin; the deposit of commercial namas and ensigns;
Its renewal, extensidn, recordal of assignmants, change of nams of
domiclle, volurtary canceliation; and the ragistration of liconses of
use of the above rights; L) Actions opposition, cancellation, nuliity,
infringement, granting of licenses; and in general the civll, panal an
administrative sutts relating tothosa rights; actions and sults insittutad
by us or agains! us; and that In aji the above matters they may
substitvte this Power of Altamey, compromiss, desist, cancel,
racelve, renounce, accapt natifications and appoint attomeys infact
In or out of Goust.

Dadpy frmado hoy 30 de Noviembre de 2000. Givan and sigried this -
o _-Ciudad de la Habana, Cuba. In

Por Agustin Lage TEvils By

(Notary should exatute on other side) / {Notary should executs on other side)

(Consuiar legaitzation necessary) 7
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Yo, LICENCIADA ESTRELLA DIAZ SOSMENIER. Notana de la
Notaria Especial del Ministedio de Justicia de la Repuiblica de Cuba, con
sede en GALE Y ASOCIADOS S.A., DOY FE quc Ia firma que antecede
es la dcl seiior AGUSTIN BIENVENIDO LAGE DAVILA,
ciudadano cubano, con identidad permanente numero
49032207966, y es auténtica por scr l2 ue acostumbea a usar cn todos
sus actos.

Y para quc asi conste sc expide en la Ciudad de la Habana, a los dias 13 del
mes diciembre del 2000.
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Consulado General de Golomhlgi 5'4-'
o R
LA HABANA,CUBA ":‘ E .; é 2
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7 2N 101
La Habana, Enerc 3 del 200!
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La suscrita Auxiliar Adiministrativo 5 PA, encargada de funciones congliglli visids lo g.lmentos

preseniados por los interesados, CERTIFICA: féj ,’E‘ ‘g

“‘ﬁ?. -
Que la Séflorz Maria Silvia Ferndndez Villar, quien como funciomn% iﬁ Direcciori-gdidica del
Ministerio de Relaciones Exteriores de la Republica de Cuba autentico IK€igna del signatarigiiel poder
precedente, ejercin en la fecha las funciones indicadas y su finna co a la regist en este

Consulado; que ¢! CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR es una institucién constituida

in las leyes de Cuba y cumple su objeto confonme a las mismas; que Agustin Lage Davila, quien en
su caricter de Director de Ia citada institucion confiere el poder precedeuite, es su representante legal
en este pais.

La Auxiliar Administrativo 5 PA, encargada de fisnciones consulares, no asume responsabilidad alpuna
por e contenido del docuinento.

a
Vilina Rebeca Galvez Lopez
Auxiliar Administrativo 5 PA
Encargada de Funciones Consulares

PAGADOS
IMPUTESTO DE TIMBRE NACIONAL US$  7.00 (siete dolares)
DERECHOS FONDO ROTATORIO US$ 100.00 (cien délares)
TOTAL PAGADO USS$ 107.00 (cientosiete dolares)
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COMP SICIONES FARMACEUTICAS PARA POTENCIAR LA

INMUNOGENICIDAD GE ANTIGENOS POCO INMUNOGENICOS.
Sector Técnlco. .
La presents Invencién se relaciona con la rem: de la medicina humana y en
especial con vacunas protecioms y/o tsmapéuticas para enfermedades infecclosas,
autolnmunes y el cancer, y particularmente propurciona composicliones vacunales
que permiten la generacién o el iIncremento de la respuesta inmunitaria contra
antigenos poco inmunogénicos.
Técnica Anterlor.
El poco éxiio logrado hasta ahora en la prevendiin y fratamlento de un grupo de
enfermedades Infecciosas, el cancer y las enfermeJades autoinmunes con vacunas
se debe a combinaciones de faclores divursos, princlpaiments la baja
inmunogenicidad de antigenos relevantes, el desc..xocimiento de como manipular la
reguiacién del sistema Inmunitario y las estralegias de evasion de patdgenos y
umores, entre ellas la Inmunosupreslén del hospec 2ro.
Son conocidos dentro del estado de la técnica conio antigencs poco inmunogénicos
aquelios péptidos, polipéptidos y proteinas (0 sus comrespondientes sacuencias de
ADN) presentes en tumores y fejidos normales, o asoclados a patigenos que
producen infeccionea crdnicas mediante (a evusién de la accidn det slstema
inmunftario.
Entre los antigenos poco Inmunogénicos los receplores de factores de crecimiento
con aclividad quinasa en residuos de tirosina han mostrado tener una estrecha
relaclon con el desarmolio de tumoras y de metasta.ls tumorales, y se ha probado su
valor en algunos casos como Iindicadores de ma! prondstico en céncer. Tal es el
caso de recepiores como el receplor del factor do crecimlento epldémmico (EGF-R,
siglas en Inglés} o HER-1, el receptor dei factor de crecimiento epldérmico 2 (HER-
2), y el receptor del factor de crecimiento derivedo de plaquetds (PDGF-R, siglas en
inglés). . L .
La sobre- expresién de estos recepiores en algunos tipos de neoplasias,
fundementaiments de origen epitellal, ha skio blanco de atencién en la
inmunoterapla del céncer. Tal es el caso de tumor.s de mama, veliga, ovario, vuliva,
colon, pulmén, cerebro, prstate y tumores de c.beza y cuello. La presencia de
EGF-R ha probado ser una indicacién de mal prondstico en cancer de mama (Pérez
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R et al. 1884. Breast Cancer and Treaiment 4:189-183). Aiin cuando no se conoce
todavia el papel que Juega el sisteama del EGF/EGF-R en la regulacion del
crecimiento tumoral, se ha sugerido que la expresion del EGF-R en células
tumorales proporciona un mecanismo para la estimulacién autocrina que conduce a
la proliferacién descontrolada de dichas células (Schiessinger J ef al. (1983) Crit Rev
Blochem 14 (2):93-111).

Por su ailts expresion en tumores, el receptor del Factor do Creclmiento Epidémico
ha sido blanco de Inmunoterapla pasiva (IP) con anticuerpos monoclonales en forma
nativa, asoclados a drogas, toxinas, o isdlopos radiactivos (Volimar AM et al. (1987)
J Cell Physlol 131:418-425). Varios ensayos dinicos con snticuerpos monoclonales
(AcMs) se estin lievando a cabo y algunos han mostrado resultados promisorios,
como es el caso del ensayo clinico con el AcM C225 en cancer de mama, de células
pancredticas y de células renales en fass Il y cabeza-cuelio en fase {Il {(Mendelsohn
J of al. (1909) American Sodety of Clinical Oncology Meeting). Otro ensayo ciinico
de Fase |l con buenos resultados es el ensayo efectuado con el AcM IOR egf/r3 en
tumores de cabeza y cuelio (Crombet T ef al. (2000) Cancer Biotherapy and
Blopharmacseutical, manuscrito aceptado).

En camblo la inmunoterapla activa especifica (IAE) utilizando como blanco el EGF-R
no ha sido nunca desarrollada, siendo las causas de eslo su baja inmunogenicidad
como molécula propla y su amplia expresién en los tejidos del organismo, lo cual ha
determinado el temor de los inmundlogos a considerar esta opcion (Disis ML and
Cheever MA (1886) Cument Opinion in Immunociogy 8:637-842). La IAE tiene
ventajas sobre la IP por cuanto ésta (iima no activa la rama efeclora celular
especifica de la respussta inmune, y su efecto depende de la vida medla de los
anticuerpos utilizados, siendo generaimentie necesario reinfusiones continuedas
para lograr los efectos daseados.

En el desanollo de vacunas eficaces, los vehiculos y adyuvantes son los
responsables de superar la bala Inmunogenicidad de antigunos relevantss mediante
la regulacién convenientsments el sistema inmunitario y la conjura de estrategias de
evaslén de patogenos y tumores. Es por ello que la blsqueda de nuevos sistemas
de vehiculizacion y adyuvacién constituyen hoy unu Importante érea de
Investigacion, '
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En los ¢itimos efios las nuevas teorias y conocimientos emergenies sobre la
regulacién del sistama Inmune han ablerto nuevos campos de experimentacion para

la biequeda de nuevos vehiculos y adyuventes de mayor eficlencla. Fearon, et al. -

(Sclence,Vol.272, pp 50-53, 1996) han ensefiado que una Inmunidad protectiva es el
resultado de la Interrelacion de dos sistemas cardinales: la inmunidad Innata y la
inmunidad adquirida. Las células de la inmunidad adquirida no pueden distinguir ias
estrucluras que requieren respuesta inmune de aquellas que no y por tanto
necesitan ser Instruldas por las céiulas del sistema Inmune Innato. Un vinculo
esencial entre la inmunidad innata y la adquirida es pmpé':ﬂonado por las Células
Preseniadoras de Antigenos (CPA), enfre las cuales las Células Dendriticas (DC,
siglas en inglés) son las mas eficlentes Inducioras de respuestas Inmunes tanto
primarlas como secundarias. En particular las DC son cruciales debido a que son
las Gnicas CPA capaces de activar linfocitos T virgenes.

Reclentemente se han identificado moléculas relacionadas con la inmunidad innata
que podrian considerarse como una nueva generacién de vehiculos y adyuvantes,
debido a que flenen la capacidad de madurar las DC y mediar la presentacién
cruzada de antigenos acoplados a ellas.

De interéds en el estado del arte previo, se locallzan una serle de trabajos. Giroir,
(Crit. Care Med., Vol .5, pp 780-789, 1893), Cella, et al. (Nature, Vol.388, pp 7.82-
787. 1997) y Hailman, et al. (J. Exp. Med. , Vol. 79, pp 269-277. 1984) ensefian
como [a Interaccién del lipopolisacérido (LPS) con los sistemas de reconocimiento
de la inmunidad innata es la més potente de todas, estimulando en monocitos,
macréfagos y neutrdfilos la produccién de ciloquinas y de mediadores
proinflamatorios, aumentiando ademés la expresidn de moléculas de adhesion.
Estas cltoquinas inflamatorias son muy importantes en la respuesta a infecciones y
tumores, pero una excesiva secreclon de las mismas conduce al ‘shock séptico’, lo
cual puede ser mortal para los pacientes e impide el uso del LPS como adyuvante
vacunal. La respuesta estd mediada por el complejo que forma el LPS con la
protelna unidora de LPS (LBP, siglas en Inglés), el cual a su vez interacciona con la
molécula CD14. Esta molécula facilita 1a interaccion del LPS con las moléculas de
seflalizaclén llamadas receptores Toll (TLR). Numerosas evidencias apuntan al
recepior Toll 4 (TLR4) como la molécula de la familia Toll involucrada en la
transduccién de la senal del LPS.

il
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Uirich,et al (In Vaccine Design: The subunit and adjuvant approach p 485, ediled by
MF Powel and MJ Newman, Plenum Press, New York. 1995), Thoien, et al.
{vaccine, Vol.16, p 708. 1988), De Becker, et al. {int. immunol, Vol.12, pp 807-815.
2000) Indican como existen darivados no tdxicos de LPS, como es el casa del
Monafosforil Lipido A (MPLA, siglas en Inglés), que tiene actividad adyuvante para
las ramas celular y humoral de la respussta inmune y ha sido adminisirado a
humanos en varios ensayos clinicos. Aunque se sostiene ue el MPLA mantiene
ias propledades Inmunosstimuladoras del LPS, estos autor.s demostraron que el
MPLA Induce migracién y maduracién funcional de las DC in vivo, pero a niveles
Inferiores a los observados con ef LPS.

Tamura, et al (Sdmce. Vol. 278, pp 117-120. 1997) y Binder, et al (Nature
immunol.,Vol. 1, pp 151-155. 2000) han reportado como las protelnas de estrés
térmico (HSP) son potentes vehiculos para la estimulacién de la inmunidad celular e
través del fendmeno de presentacién cruzada de sus antlgar;bs acompafiantes. Las
HSP obisnidas de tumores han moslrado Interesantes efictos antitumorales en
distintos modelos. La Identificacién del CD81 como el receplor para la HSP gp98,
podria refiejar la presencia de una via espacifica de captura de HSP en las DC que
ha evolucionado para reclutar eficlentemente péptidos asociados a antigenos,
agentes Infecciosos o células dafiadas, para su presentacién en Complejo Mayor de
Histocompatibilided tipo | (MHC |, siglas en Inglés). El empleo de HSP como
vehiculos para vacunes, sin embargo, tiene el inconvenicate de que hay que
obtenerias de la fuents de origen, por ejemplo, de los tumores. Esto hace trabajoso
y costoso el procedimiento y nunca se sabe reaimente quien o8 el antigeno que ha
sido responsable del efacto.

Hartmann; et &al. (Proc. Natl. Acad. Scl. USA, Vol. 98, pp 8305-8310. 1889), Hemmi,
et al (Nature, Vol. 6813, pp 740-5. 2000), Sparwasser, et al. (Eur. J. immunol.
Vol.12, pp 3581-3597. 2000), Hochrelter, et al. (Int. Arch. Allurgy Immunol.,Vol 124,
pp 406-410. 2001) y Deng, et al. (Arthrils Res. Vol 3, pp 48-53. 2001) muestran
como enltre ias moléculas asociadas a la inmunidad Innata, identificadas como
inductoras de maduracién de las DC, se encuentran as sscuencias CpG de ADN
bacteriano. Recientemente se demostré que la respuusta celilar ante las
secusnclas CpG es mediado por TLRS, lo que Indica que es: ) receplor es capaz de
distinguir ADN bacteriano de ADN proplo. La inducclén de linfocitos T cltotdxicas
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(CTL) contra distintos antigenos solubles ha sldo reproducida en ratones
modificados genéticamente negaflvos para bs marcadores, CD40, CD4 o MHC 1l.
Esto Implica que la activacion de CTL mediada por Cpts incluso ocurre en ausencia
de la ayuda de las células T CD4, lo cual confiere a estu tipo de molécula especiales
propledades adyuvantes. No obstante la capacidad "In vivo™ de las secuencias CpG
de desviar un patrén de respuesta Th2 a Th1 es icialmenis dependlente de la
naturaleza del anfigeno y de las condiclones de Inmunizacién, siendo esto
particularmente valido cuando son proteinas. Eslo pucle constituir una limitante al
empleo eficaz de los oligonucledtidos de CpG comu adyuvants, sobre todo en
huéspades Inmunocomprometidos. También se ha desiidto que las secuenclas CpG
bacterianas pueden Inducir artritls.

Jeannin, et-al. (Nature iImmunol.,Val. 6, pp 502-509. 2000) y Miconnet, et al. {J.
Immunol., Vol.186, pp 4612-4619. 2001) particularmente encontraron propledades
inmuncestimuladaras importantes de la proteina OmpA de la membrana extarna de
la bacleria Gram-negativa Klebslella pneumoneae. Los experimentos realizados con
asta protelna expresada de forma recombinante (kpOinpA) mostraron que ella se
une e Induce maduracién completa de las DC, utilizando como via de sefializacién la
molécula TLR2. Cira propledad Importante que prusenta esta proteina es su
capacidad de conducir antigenos a la via de preseniucidon de clase |, slempre y
cuando esfos antigenos se le acoplen covalente ¢ hidrofébicamente. Esto es
precisaments su mayor limitacién como vehiculo vacunal ya que las técnicas de
conjugacién covalente tienen el Inconvenients de las madificaciones quimicas tanto

. & la propla proteina como al antigeno y la unién hidrofética solo permite trabajar con

k|

el sub-conjunto de los antigenos hidréfobos.

Lowell describié en la patente No. U.S. 5,726,202 un sistema inmunopotenclador
para incrementar la inmunogenicidad de péptidos, pol.,)éptidos y proteinas, la cual
s6 puede considerar ol prototipo més cercano a lu presente invenclén. En la
mencionada patents, ias composiciones se caracteriz.n porque los antigenos son
modificados quimicamente mediante la adicién de al menos un residuo de clstelna y
posterior conjugacién de una molécula de acido graso alifdtico o un péptido
hidréfobo. Posteriormente los antigenos modificadca se acomplelan con un
proteosoma medlanie procesos de didlisis o lioflk-acion. En particular estas
compoasiciones no incluyen glicésidas.
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Divuigacién de la Invencién.

La novedad de la presenis Invencién consiste en proporcionar formulaciones que
permiten hacer Inmunogénicos péptidos, polipéptidos, protelnas, sus
commespondientes sscuencias de ADN y céiulas blanco de interés vacunal, sin
necesidad de Introducir camblos estruciurales en dichos antigenos, medlante su
asoclacién con protecliposomas de muy pequefia talla (Very Small Size
Proteoliposomes, VSSP siglas en Inglés) de la bacterla Nelsserla meningitidis, que
contienen Incorporados poteniss ligandos de la inmunidad innata y gangllésic_los.
Esta Invencién muestra como el vehiculo Inmunopotenciadar consiste precisamente
en los proteoliposomas de muy pequefia talla (VSSP) ubtanidos a partir de la
asoclacion del Complejo Proteico de la Membrana Externa (CPME) de la bacteria
Gram-negativa Neisserla meningitidis con ganglidsidos.

Mediante la presents invencién se muestra como las formulaciones descritas son
especlaiments eficaces cuando se seleccionan antigenos poco Inmunogénicos y se
administran a huéspedes inmunocomprometidos.

Un objeto de esta invencitn es proporcionar composiciones iInmunogénicas que
contienen péptidos, polipéptidos, proleinas, sus comespondientes secuencias de
ADN, células blanco o sus lisados como antigenos, y pioteoliposomas de muy
pequefia talla (VSSP), los cuales se forman al unir el Complejo de Proteinas de ia
Membrana Externa (CPME) de la bacterla Neisseria menk.Jitidis con gangliésidos,

" mediants enlaces hidrfobos. Adicionalmente se postula que estas composicionss

pueden formularse solas o formando emulsiones con el adyuvante incompleto de
Freund (AlF) y también ser lofilizadas.

Otro objeto de la invencidn es proporcionar composiciones inmunoestimuladoras
capaces de generar respuestas inmunes antigeno-especificas incluso en huéspedes
inmunocomprometidos, como son los que padecen de céncer e infecclones virales
cronicas. En estos pacientes, la administracién de las composiciones vacunales
descritas en esta invencién permite restaurar la funcionalidad de seclores de su

_sistema Inmunitario.

Adiclonaimente las composiciones vacunales descritas en la presente Invencion,
constituyen una solucién al problema de ia Inmunogenicidud de los receptores de
factores de crecimianto y su Impacto en el tratamiento de loa tumores, debido a que
estos receptores con aclividad tirosina quinesa y ‘los gangliésidos que

19
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especificamente se asoclan a éslos en forma de agrupaciones moleculares de
membrana, se presentan simuitAineamente al sistema Inmune del hospedero en el
contexto de ias sefiales de peligro aportadas por el VSSP, necesarias para aclivar a
las células dendriticas (DC, siglas en Inglés) de forma efectiva, y producir
presentaclon cruzada. Estas composiciones vacunales, adem#s de presentarie sus
componentes al sistema Inmune, simulando las asoclaciones moleculares en que
ellos se encuentran naturaimente en las células tumorales, hacen innecesario el
empleo de técnicas quimicas de cohjugadén de proteinas que generan nuevos
apltopas Inmunodominantes esplireos.
Por otro lado esta solucién tecnoldgice permite usar las estructuras Integras de los
receptores, favoreciendo la solucién del problema de la restriccion genética de la
inmunodominancia, a diferencia de otras que han usado péptidos derivados y que
pueden preseniar més limitaclones en este sentldo.
Més especificamente la invencién proporciona composiciones vacunales para el
tratamiento del céncer. Dichas composiciones vacunales contienen como principio
aclivec uno o més receptores de factores de crecimiento o sus dominios
extracelulares, pudiendo © no contener estos Gltimos los dominlos
transmembranarios, empleando como vehiculo vacunal proteciiposomas de muy
baja talla derivados del complejo de protelnas de la membrana externa de Ne/sseria
meningitidis (VSSP) y los gangliésidos que se asocian especificamente con dichos
receptores, formando agrupaciones moleculares de membrana. Estas
composiclones vacunales puaden contener adicionalmente un adyuvante apropiado.
Las composiclones vacunales de la Invencién pueden ser usadas en Ia
inmunoterapla activa especifica de tumores como cancer de prostata, colon, pulmdn,
mama, ovario, cabeza-cuello, vuiva, veliga, gliomas, asl como en enfermedades
cronicas no trasmisibles.
Dascripcién detallada de la Invenclén.
La presents Invencién se relaciona con composiciones farmacéuticas para potenciar
la mmunogenicidad de antigenos poco inmunogénicos, cuyos componentes son:

(A) uno o mas antigenos poco Inmunogénicos;

(B) un vehiculo vacunal que consiste en protecliposomas derivados del complejo

de proteinas de la membrana extema de una bacteria Gram-negativa, los
cuales contlenen gangliésidos Incorporados; y
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(C) eventuaimente uno 0 més adyuvantes. )

Las composiciones de la Invenclén permiten potsnclar la Inmunogenicidad de
antigenos poco Inmunogénicos, los cuales pueden ser .pdpﬂdos. polipéptidos,
proteinas, 0 sus correspondientes secuencias de écidos nu:leicos, asi como células
blanco de interéa vacunal, o sus lisados, o la mezcia de ellou.

Dentro de los antigenos poco Inmunogénicos, los receptores de factores de
crecimiento o sus dominios extracelulares pusden ser empleados. Dichos dominios
axiracelulares de los receptores de factores de crecimiento pueden contsner o no su
reglon transmembrana. _

Los recepiores de factores de crecimienic que puedcn ser empleados para
incrementar su Inmunogenicidad son el HER-1, HER-2, R-PDGF o cualquiera de sus
variantss que contenga el dominio extracelular con y sin regién transmembrana.

Los protecliposomas del vehiculo vacunal de la presentse i .vencion se obtienen del
complejo de proteines de la membrana extema de una bacterla gram-negativa,
selecclonéndose de forma preferida la bacteria Nelsssrle moningltidis, la cual puede
sar una cepa saivaje o0 modificada genaticaments.

En lae composiciones de la invencion los protecliposomas del vehiculo vacunal con
ganglideidos Incorporados se obtlenen medlanie la incorporacién hidrofébica de
dichos ganglidsidos al complejo de proteinas de la membrana exiema de Nelsseria
meningitidis, pudiéndose emplear para este fin los ganglidsidos GM1, GM3 o sus
variantes N-glicolliadas.

Las compoalclones de ia Invencién contienen adicionaliments un adyuvante, que
puede ser de naturaleza oleosa o un polipéptido natural o rccombinante.

El adyuvante de naturaleza oleosa empleado es preferblemente el Adyuvante
incompleto de Freund o Montanide ISA 51.

Asimismo cuando se emplea un adyuvants polipeptidico, éste puede ser una
citosina como el factor de estimulacién de colonlas de gm.;llodtoa y macréfagos, o
una quimiocina, .

Les composiciones de la invencién son (tiles para la prevencién y tratamiento del
ceancer, particularmente céncer de pristata, colon, pulmén, mama, ovarlo, cabeza-

cuelio, vulva, veliga, cerebro, gliomas, asi como de enfermedades cronicas no
trasmisibles.
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lguaimente puede ser empleadas para la prevencidon y tratamiento de
enfermedades Infecclosas de origen viral y bacteriano, y dentro de estas, puede ser
empleada en el tfratamiento del Sindrome de Innmnodeﬁdoncia Adquliida, asf como
para el tratamlento de enfermedades autoinmuneas.

La presente Invenclén aporia formulaciones que confleren Inmunogenicidad a
péptidos, protelinas recombinantes o naturales, lisados celulares, células intactas y
éicidos nucleicos, poco Inmunogénicos. Las formulac.ones Inmunoestimuladoras
pueden ser deflnidas como aquellas capaces de esiimular tanto la respuesta
humoral como la celular contra un antigeno en particular. Ademas, estas
formulaclones tienen la caracteristica pecullar de rescat:.: la Inmunidad de Indlviduos
inmunocomprometidos, como son los que padecan de céAncer e Infecciones virales
crénicas o detarminados tipos de enfermedades autolnmunes.

Esta invencidn muestra como el vehicule Inmur.opotenciador consiste en
proteoliposomas de muy pequefia falla (VSSP) obtenicos a partir de la asoclacion
del Complejo Prolelco de la Membrana Exiemma (CPME) de ia bacterla Gram-
negativa, Neisserla meningitidis con gangliésidos incorporados. Los componentes
del CPME se someten a un proceso de diéllsls que dura entre 2 y 15 dias, durante
ol cual se le Incorporan gangildsidos glicolllados y/o acelilados. Con la incorporacion
de los ganglideidos al complejo de membrana extemna se obtiene una preparacion
no vesicular, de muy pequefia talla molecular, invislble al microscoplo electrénico,
soluble y de alta flotabllidad. f

Los VSSP de la presente invencién muestran propledades Inmunoldgicas
sorprendentes {ales como una marcada capacidad de madurar a las céiulas
dendriticas, y de inmunorrescatar pacientes Inmunoe;.updmldos. Los VSSP se
obtienen seglin se describe en ias patentss cubanas 131/93 y 13097, en las
patentes USA 5,788,985 y USA 6,149,921, asl como un el articulo Estevez, et al.
(Vaccine, Vol. 18, pp 190-197. 1999). :

Los péptidos antigénicos de Interés pueden ser sintéticos o- extraldos de diversas
fuentes. El tamafio preferido de los. péptidos puede ser cntre 7 y 25 aminoécidos, en
dependencia del tipo de célula T que se desea estim.lar. No obstante la longitud
puede variar entre 3 y 50 aminoécidos. Los péptidos uti:zados pueden ser neutros o
cergados. La naturaleza hidrofébica de los péptidoa tarr._ién puede variar.
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De Igual forma ia presente invencién establece que las protelnas recombinantes
utiitzadas pueden ser expresadas en diversocs sistemas du expresién como son
bacterias, levaduras, plantas y células superiores. En una materiallizacién preferida
de esta invencibn se postula la utilizacién de ia N. meningitidis como sistema de
expresidn, donde las proteinas de Intards se expresan en la membrana extsma de |a
propla bacteria. Esio posibliita que la proteina de interés, diiectamente forme parte
del CPME. En este caso es igualments vilida ia expreelén de la proteina completa,
o la insercién de alguno de sus polipéptidos o péptidos en uno o més de los lazos
de las proteinas de membrana extema de Neisseria meningit'dis como la TBP, Opa,
Opc y las porinas P1, P2, P3,

En materializaciones particulares de la presente invencién se muestra como los
antigenos de las'composiciones vacunales pueden ser recaptores de factores de
crecimiento con actividad tirosina quinasa sobreexpresados en tejidos tumorales vy,
altsmativaments, sus dominios extracelulares, con o sin regin transmembrana, y
que tienen una relacién especifica con gangliésidos expresacos en la membrana de
las células tumorales. Este es el caso de HER-1, HER-2 y el recaptor del PDGF,
entre otros,

Los receptores de factores de crecimlento que se refleren en la Invencién son
proteinas obtsnidas por via recombinante a través de cionajes por Reacclén en
Cadena de la Polimerssa (PCR) seg(in los procedimientos regulares de Biologla
Molecular (Sambrook J, Fritsch E.F, Manlatis T, Molecular Cloning A Laboratory
Manual, second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) en plasmidios
de_expresién en células superiores. Los plasmidios contenlendo los genes que
codifican pera los receptores o sus varlantes son transfectados establements en
células superiores como HEK 293 (ATCC CRL 1573), NIH-3T3 (ATCC CRL 1858) y
CHO. Los receptores o sus varlantes son expresadoe por las lineas transfectadas en
sus membranas o son secretados al sobrenadante segin sea el caso.

Estos antigenos son exiraidos de ia membrana de las céiLlas superiores que los
expresan o del sobrenadante de cultivo de dichas cdiulas y purificados por
cromatografia. Posteriorments son filtrados en condiclones ectérles y lioflizados. Se
conservan a 4'C. Las cantidades 6ptimas de éstos antigenos en las formulaciones
vacunales oscllan entre 1 pg y 1000 ng por doals.

I
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Para esie tipo particular de antigenos, el VSSP empleado en las formulaciones
vacunales contienen gangliésidos seleccionados entre aqualios que se asocian de
manera especifica con los recepiores de factores dc crecimiento formando
agrupaciones moleculares de membrana, siendo éate el caso de GM3 y GM1, entre
otros.

Los VSSP se encuentran presentes en esta composicién vacunal en un rango entre

1 ng y 1000 pg referidos a cantidad de ganglidsidos por dos.s vacunal.

Las composiciones vacunales preferidas en esta invencidi., que son preparaciones

vacunales que contienen como antigenos receptores de factores de crecimiento a

los cuales se les desea incrementar su inmunogenicidad, pueden prepararee de

diversas maneras:

a) A los recepiores de faciores de crecimiento o sus dominios extracelulares
(conteniendo o no, reglén transmembrana) liofilizados (1-100 mg de proteina), se
afladen cantidades de soluclones de VSSP, que permitun garantizar una relacién
de masa receplor/gangliésido en un rango entre 0.1/1 a 1/1. Se procede a
mezclar por agitacién, entre 4°C y 20°C, durante un intarvalo de tiempo entre 5
minutos y 24 horas. Esta preparacién se conserva a una temperatura de 4C
hasta el momento de su administracién al haspedero.

Justo antes de administrarse al hospedero, el prepara’o anteriorments descrito

g8 mezcla por agitacion con AIF en relacién volumeivvolumen entre 40/60 y

60/40, durante un intervalo de tlempo entre 10 y 30 minutos, a temperatura

ambiente. Las relaciones de volumen cubren el rango adecuado para el tipo de
. emuislén deseada segin {a via de Inoculaci6n al hospedero.

b) Otra manera de proceder, iguaimente conveniente, cunsiste en conservar por
separado recipientes conteniendo los receptores de factores de crecimlento o
sus dominlos extracelulares {conteniendo © no regién transmembrana) liofllizados
y las soluciones de VSSP, a 4°C. Justo antes de admini.trarse al cormespondiente
hospedero, a los receptores de factores de crecimiento ue les afiaden cantidades
de soluciones de VSSP, se procede a preparar la composicidn vacunal de la
misma manera descrita en el Inciso a). '

©) Una tercera manera de proceder consiste en combinr més de un receptor de
factor de crecimiento o sus dominlos extracelulares (conteniendo o no regién
tansmembrana) con las comespondientes soluciones de VSSP en la

9
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composicién vacunel. Las cantidades de cada uno de los antigenos en la
composlicldn vacunal estardn en cusiquler proporcién quo cubra el rango entre 1
pg ¥y 1000 pg por dosls vacunal. Asimismo las cantidades de cada uno de los
ganglidsidos en forma de VSSP en la composicién vacunal estarén entre 1 pg y
1000 pug por dosis vacunal.
Para preparar la vacuna combinada, los receptares de factores de crecimiento o
sus dominios extracelulares (conienlendo o no regién transmembrana) que
formarén parte de ésta son liofillzados en las cantidades referidas en el Incleo
comespondients. A continuaclon se les afladen cantidades de soluclones de
VSSP que permmitan garantizar una relacién de masa receptores/gangliésidos en
un rango entre 0.1/1 a 1/1. Se procede a mezclar por agitacién, entre 4°C y 20°C,
durante un intesrvaio de tiempo entre 5 minutos y 24 horas. Esta preparacién se
conserva a una temperatura de 4°'C hasta el momento de su administracion al
hoapedero.
Justo antes de administrarse al hospedero, el preparado anterlormente descrito
86 mezcia por agitacion con AIF en relacién volumseiuvolumen entre 40/60 y
60/40, durante un Intervalo de tiempo entre 10 y 30 minutos a tsmperatura
amblente. Las relaciones de volumen cubren el rango ddecuado para el lipo de
emulsion deseada, segin la via de Inoculacién al hospedero.
d) Otra manera de preparar la vacuna combinada referida en al (nciso c) es segln
se reflere an el inclso b). '
Por otra parte, ios sistemas multiantigénicos, como son células provenientes de
lineas tumorales establecidas o aquellas obtenidas directamente de pacientes de
céncer, tamblién se utilzan en las formulaciones descrilas en la presents Invencién.
La Inactivacién de las células se logra mediante el empleo de radiacion gamma o
por tratamlento con Mitomicina C. Otra alternativa Igualmenta conveniente es la
utilizacién de oncolisados obtenidos por ruptura mecénica o Infeccién con virus de
las células tumorales.
Los preparados inmunopotencladores de la presente invencidn pueden utilizarse
ventsjosamente en vacunas de ADN y ARN. También la iInmunogenicidad de los
vectores retro y adenovirales, usados como vehiculos vacunales, se Incrementa al
combinarios con las preparaciones descritas en la presenie Invencién. Estos
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veclores contienen los genes que codifican para las proteinas antigénicas de
Interds, ' :

Nomaimente las diferentes formulaciones Inmunogénicas se obtienen al combinar
los distintos sistemas de antigenos con VSSP previamente producido. Los
antigenos que se introducen directamente por via recombinante en las membranas
extemas de la bacterla N. meningitidis, al igual que aquelios que se Incorporan a los
proteoliposomas durante el proceso de dldlisls, salen ya Incorporados del proceso
de obtsncién de los VSSP. No obsiante estos pmtedl?osomas modificados pueden
utilizarse también con otros antigenos no incorporados. Esto permite la preparacion
de vacunas multivalentes.

Los preparados con antigenos proteicos, se obtienen a partir de mezclar entre 10 y
1000 pg del péptido o proteina antigénica con cantidades de VSSP que permiten
garantizar una relacién de masa proteina total/gangliésido en un rango entre 1y 3.
Las preparaciones se conservan a una temperatura de 4°C hasta el momento de su
administracion al hospedero. Otra manera de proceder, igualmenis convenlents,
consiste en conservar por separado las soluclones antigénicas y las soluciones de
VSSP, a 4°C, y mezclarios Justo antes de administrarse.

Las formulaciones con écidos nucleicos se oblienen mezclando direciaments los
VSSP con las soluciones de ADN o ARN. El proceso de mezclado se realiza a 4°C
garantizando una proporcién de 2-100 ug de écido nucleico por cada 0,1 mg de
gangliésido en VSSP, Este método es faclible debido a ia susencia de nucleasas en
las preparaciones de VSSP.

En un proceder particularmente ventajoso mastrado en la presents invenclén, los
vectores virales vivos (virus vaccinla, fowlpox u otros), que contienen las secuencias
de ADN de las proteinas de interés, son administrados al hospedero por via
endovenosa en cantidades que oscilan entre 10° y 5x107 pfu. Los VSSP se
administran por via Intramuscular, subcutdnea, Intradérmica, oral o intranasal, entre
12 horas antes y 12 horas después de administrar el vector viral.

Las preparaciones con células blanco de interés o sus lisados se obtienen primero
precipitando por centrifugacién los respectivos cullivos y luego resuspendiendo el
predpitado celular en cantidades de VSSP que permitan garantizar una relacién
entre 10° y 5x10° caiulas por 0,1 mg de gangliésido. Estas cantidades se mezcian
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directamente por agiacién, entre 4°C y 20°C, durante un intervalo de tiempo entre 5
y 24 horas. Las preparaciones se conservan a una temperatura de 4°C hasta el
momento de administracién al hospedero.

Otra manera de proceder, iguaiments convenlents, consisie en conservar por
separado las suspensiones celulares 0 sus comrespondientes lisados vy las
soluciones de VSSP, a 4°C, y mezclarios jusio antes de adninistrarse.

Las preparaciones descritas en la presenie invencidn, en las que los antigenas
estén mezclados o incorporados a los VSSP, pueden administrarse solas o
emulsificadas con adyuvants incompleio de Freund {AIF). Las emuisiones se
preparan Justo antes de administrarse al hospedero. Cada preparacién se mezcla
por egitacién con el adyuvants en relacién volumen/ivolumen entre 40/60 y 60/40,
durants un intervaio de lempo entre 10 y 30 minutos, a teinperatura ambiente. Las
relaclones de volumen cubren el rango adecuado para el ti,o de emulsién deseada
segiin la via de inoculacibn al hospedero.

En otra malerializacion preferida de la presente invencidn las preparaciones
descritas, en las que los antigenos estan mezciados o Incc.porados a los VSSP, se
liofittzan antes de administraree solas o emulsificadas con adyuvante incompleto de
Freund. f

Las composicipnes vacunales de la presente invencién se pueden Introducir en el
paciente por via parenteral (intramuscular, intradérmica, subcuténea) o por
aplicacién directa sobre mucosas. .
Ejemplos de Reallzaclén.

EJemplo 1. Obtenclén de un antigeno de la composicién vacunal compuesto
por Dominlo extracelular (ECD, siglas en inglés) del EGF-R murino (ECD-EGF-
Rm). - '

El gen que codlfica para el ECD-EGF-Rm fue amplificado mpleando a técnica de
PCR, a partir de ADN complementario (ADNc) de higado de ratén. E! PCR sa realizd
mezclando 1 pg de DNAc con, 10 pmoles de cada cebador especifico.

-Posteriormente se adicioné 0.2 mMolar de cada dNTP y 1 U de Taq polimeriza. Se

realizaron 30 ciclos de PCR con temperaturas de 8°C, 1 niin. (excepto en el primer
dclo que fueron 3 min.); 56°C, 1 min.; 72°C, 1 min. y 30 seg. (excepto en el Gitimo
ciclo que fueron 5 min.). El gen amplificado fue clonado en .| vector de expresién en
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células superiores pcDNA3 (Amp'.f'orl, ColE orl, CMV-Promotor, SV40 orl, SV40pa,
Neomycin, Invitrogen), y posteriomente las células de la linea HEK-293 fueron
transfectadas establemente con ests plasmidio. Se llevé a cabo la transfeccion por
los métodos convenclonales y las células fueron crecidas &n un medio selectivo. El
ECD-EGF-Rm se obtiene a partir del sobrenadante de la lii.ea HEK-293/ECD-EGF-
Rm que expresa establemente el ECD-EGF-Rm.

El ECD-EGF-Rm obtenido en el sobrenadante de cultivo es purificado por técnicas
de cromatografia de afinidad, acoplando el ligando a la matiz (Affinity
Chromatography principles and methods 3:12, Phamiacla fine Chemicals),
posteriormente es filirado en condiciones estérilas, y liofiliza’o.

Ejemplo 2. Obtencién de una composicién vacunal que comprende al ECD-
EGF-Rm, VSSP-GM3 y adyuvante Incompleto de Freund (AlIF), combinando
todos los componentes justo antes de la administracién.

Los protecliposomas derivados del complejo de proteinas e la membrana externa
de Neisseria meningitidis incluyendo el ganglifgido GM3 incorporado fueron
obtenidos segin se refiere en la patente No. US 6,149,921.

Para ello, el complejo OMPC de N. meningitidis suministrado por el Instituto "Carlos
J. Finlay® (C. Campa et al EP 301992) fue empleado. 10 mg de este camplejo
OMPC se dispersan en una solucién de 0.5 % deoxicolato ce sodio y 0.1 % dodecil
sulfato sodio conteniendo ademés 10 mg de NAcGM3, mediante mezcla suave
durants Ia noche a 4°C.

La separacion del complejo soluble OMPC-NGCGMS3 de los detergentes se llevd a
cabo mediante diélisls, durante 14 dias, empleando una merbrana de 3.5 Kda.

El dializado fue ultracentrifugado a 100 000 g durants 1 h y el inmundgeno presente
en el sobrenadante fue esterillzado por filtracién. ‘ .

El grado de incorporacién del gangliésido a la proteina fue determinado usando el
reactivo Bio-Rad para las proteinas y resorcinol para el &cico slélico. De esta forma
se obtiene una Incorporacién de 1 mg de NGcGM3 por mg ce OMPC.

La cantklad empleada del vehiculo vacunal anteriorments j.reparado es de 120 ug,
referido a cantidad de gangllésidos incorporado en los pruteoliposomas por dosls
vacunal.

Para preparar el Inmundgeno, 1 mg de ECD-EGF-Rm fue liofilizado y conservado a

. 4°C hasta el momento de la inmunizacion. Justo antes du la administracién a los
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ratones, se afiadieron al antigeno 2.4 mg de VSSP-GM3 (referidos a cantidad de
gangliésido) en un volumen de 1 mL y se mezclaron ambos componentes a
temperatura amblents durants 15 minutos. Posteriorments se afiadié 1 mL de AIF y
se reallzd la mezcla por agitacién a temperatura amblente durante 20 minutos.
Ejemplo 3. Obtencién de una composicién vacunal qua comprende el ECD-
EGF-Rm, VSSP-GM3 y AIF combinando parte de los componentes y
conservando la mezcia hesta el momento de la administracién.

Las proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana externa
de Neisserla meningitidis incluyendo sl ganglidaido GM3 fueron obtenidas seglin se
refiere on la patente No. US 6,149,921, La cantidad de vehiculo vacunal empleado
fue de 120 ug referido a cantidad de gangliésidos por dosis vacunal.

Para preparar el Inmundgeno, 1 mg del ECD-EGF-Rm fue liofilizado, v a
continuacién ee le afiadieron 2.4 mg de VSSP-GM3 (ruferidos a cantidad de
ganglideido incorpgrado), en un volumen de 1 mlL. Se mezclaron ambos
componentss a temperatura amblente durante 15 minutos y fueron conservados a 4
*C hasta el momento de la inmunizacion. Justo antes de la administracién a los
ratones se afiadld 1 mL de AlIF y se reallz6 la mezcia por agltacién a temperatura
amblente durante 20 minutos. .

Ejlemplo 4. Obtencién de una vacuna combinada comprendiendo el ECD-HER-
1, ol ECD-HER-2, VS8SP-GM3 y AlF.

Las proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de fa membrana exiema
de Neisseria meningitidis incluyendo el ganglidaldo GM3 fucron obtenidos segiin se
reflere on la patents No. US 6,149,921, La cantidad de vehiculo vacunal empleado
fue do 120 ug referido a cantidad de gengliésidos Incorporado en [os
proteoliposomas por dosis vacunal. .

Para preparar el inmunédgeno, 1 mg del ECD-HER-1 y 1 mg del ECD-HER-2 fueron
liofilizados juntos, y conservados a 4°C hasta el momonto de la inmunizacién. Justo
antss de la administracion a los ratones, se afiadleron 2.4 mg de VSSP-GM3

“(refaridos a cantidad de gangliésido) en un volumen de 1 mL. Se mezclaron todos

los componentes a temperaiura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se

afladlé 1 mL de AIF y se reallzd la mezcla por agitacién a temperatura ambiente
durante 20 minutos.
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EJemplo 5. Inducclién de respuesta Inmune especifica al R-EGF autdlogo por la
composiclén vacunal. '

Ratones de la linea C57BL/S se Inmunizaron con la composicién vacunal que
contiene el ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3 y AIF, preparada segin se refiere en el
elemplo 2. La dosis de inmunégeno fue de 50 pg por ratdén referido a cantidad de
antigeno en la composlicién. El esquema de Inmunizacion seguido comprendi6 tres
dosls por via intramuscular cada quince dlas, con extracciones de sangre los dlas 0O,
21, 35y 56 después de la primera inmunizacidn (Grupo Il). Como refarencla se tomé
un grupo de ratones de la misma linea inmunizados con 50 pg del ECD-EGF-Rm
conjugado quimicamente a KLH y adyuvado en Adyuvante Completo de Freund
(ACF) y AIF, sigulendo el mismo esquema de inmunizacién (Grupo |). Los sueros
obtenidos fueron ensayados por ELISA para su reconocimiento al ECD-EGF-Rm. El
ELISA se reallzb recubriendo la placa con 10 pg/ml. da ECD-EGF-Rm. Después de
bloquearse la placa con PBS/suero de ternera 5%, fueron incubados los sueros de
los animales Inmunizados y controles a diferentes diluciones. A continuacién se
afladlé un conjugado de anticuerpos anti-ilgG de ratdén (especifico para el Fc) con
fosfatasa alcalina (Sigma). Todas las Incubaciones antes mencionadas se reallzaron
durante 1 hora a 37°C y después de cada uno de ios pasos menclonados se
reallzaron tres lavados con PBS/Twean 20 0.05%. La reaccién se reveldé con la
adiclén de 1 mg/mL de sustrato (p-nitrofenilfosfato) en tampén dletanolamina, pH
9.8. La absorbancia a 405 nm fue medida en un lector de ELISA a los 30 min.

El 100% de los ratones inmunizados con la composicidn vacunal de la Invencién
desamolié una respuesta de anticuerpos especificos contra el ECD-EGF-Rm, que
aumentd durante el curso de las Inmunizaciones, llegando a alcanzar titulos de
hasta 1/160000, mientras que los sueros preinmunes no reconocleron al ECD-EGF-
Rm. El isotipo de la respuesta de aenticuerpos desarrollada fue fundamentalmente de
tipo IgG.

La distibuciSn de subclasese de |a respuesta de anficuerpos inducida fue
determinada por ELISA. El 20.21% de los anticuerpos fue IgG2a, un 38.03% IgG1 y
un 38.83% fue igG2b, apreciéndose un cerrimiento hacla el patrén de respuesta Th1
respecto al grupo de referencia (Figura 1].

A pesar de que la presente composicién vacunal se compara con una composiclén
en la que el ECD-EGF-Rm esta acophdo quimicamente a KLH, y en donde se
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emplea como adyuvante el ACF, los titulos de anficuerpos Inducidos por la
preparacién son superiores, y la distribuclon de subclasos iende més a un patron
Thi, resultando favorable para la eficacia de dicha vacuna,

Los ratones inmunizados con ECD-EGF-RmWSSP-GM3/AIF no presentaron signos
de toxicidad clinica, y las pruebas bioquimicas reallzadus a los sueros de dichos
animales no mostraron diferencias con las realizadas a los sueros de animalas no
inmunizados (Tabla 1).

Tabla 1
Grupos| Animales Tiules de 1gG
respondedores

Dia 21 1/100 | 1/500 | 14000 | 4/2500 | 1/5000 |{1/10000{ 1/20000
! © B0 1 3 1 1 1 1
! 10110 1 1 2 5 1

Dir 35 1100 |[1/1000] 1/2500 | 1/5000 |1/10000|1/20000( 1/40000
I 10/10 2 2 1 5
] 10/10 1 2 1 6

Dia 56 1/1000| 1/5000{ 1/10000| 1/20000| 1/40000|1/80000| 1/160000
| 10/10 1 1 |1 2 1 4
| 10/10 1 1 2 4 2

Grupo | ~ Animales inmunizados con ECD-EGF-RM/KLH/ACF y AIF

Grupo Il — Animales Inmunizados con ECD-EGF-Rm/VSSF-GM3/Montanide-ISA 51
Ejemplo 8. Reconocimiento de los sueros de rator.as Inmunizados con el
DEC-HER-1/VSSP-GM3I/AIF a células que expresan el EGF-R humano.

Células de la linea A431 (10000 chlulas / pozo) que expresan el receptor del factor
de crecimiento epidérmico humano fueron incubadas .con suero preinmune de
ratones-C57BL/6 diluidos 1/5 (A), anticuerpo monocional lor egf—+3 contra el EGF-R
como control positivo a una concentracién de 10 ug/mL '(B) y suero de ratones
C57BL/68 inmunizados dliuidos 1/5 (C), durante 30 minutos a temperatura amblente.
El exceso de anticuerpos no unido al receptor o unido de forma inespecifica fue

. removido realizando lavados coi solucién de fosfato tamponada/suero de temera

0.5%. Para la inmunodeteccién las células fueron Incubadas con un segundo
anticuerpo anti-naton conjugado a lsctioclanato de fluoresceina diluido 1/50, 30
minutos a temperatura ambiente. La intensidad de la fluorcacencia fue medida en un
citdmetro de flujo (FACS). El suepo de los ratones inmu.Jzados con el preparado
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vacunal reconocieron las células que expresan el EGF-R, con Intensidades
comparables a las del control positivo del experimento, a diferencla de los sueros
preinmunes de los mismoa animales (Figura 2). '

Ejemplo 7. Actlvidad citolitica de los sueros de rat.nes inmunizados con
DEC-HER-1/VSSP-GMYAIF

Células de la linea A431 (3x16' céiulas) fueron Incubadas con cromato de sodio
radioactivo *'Cr durante 1h, y el excaso de sales radiactivas fue eliminado mediante
tres lavados con medio de cultivo. Las células cargadas ccn *'Cr fueron incubadas
con: )

) 50 ug/mL del anticuerpo monocional for-t3 (AcM contia el CD3, como control
negativo)

i) 50 pg/mL del anticuerpo monocional ior egf+3 (AcM contra el EGF-R como control
positivo)

lil) suero preinmune de ratones C57BL/8 diluidoa 1/20

iv) suero de ratones C57BL/6 inmunizados con ECD-HER-1/VSSP-GM3/AIF diluidos
1/20

Después de 1 hora de Incubaclén a 37°C, se afiadleron 49 ul de complemento de
conejo dejandose en incubacién a 37°C. Posteriorments so centrifugaron los tubos y

100 uL del sobrenadante se utlizaron para medir en un contador gamma de
radlactividad la fiberacién de *'Cr, como una medida de la Hsis celular ocurrida
mediada por los anticuerpos y el complemento. La incurporacién total se midié
mediante lisis total con detergente. v

Los sueros de los ratones inmunizados con el preparado \ acunal referido lisaron el
80 % de las células A431 que expresan el EGF-R, a Jliferencia de los sueros
preinmunas de dichos ratones que solo alcaqzaron a lisar La 35 % (Flgura 3).
Ejemplo 8. Capacidad neutralizante de los sueros de ri.tones inmunizados con
DEC-HER-1/VSSP-GM3/AIF.

Los sueros de ratones inmunizados con el preparado vacLnal referido en la patente
fueron ensayados para su capacidad de Inhibir la union del EGF a su receptor en la
membrana de las células A431. Para ello, las células A431 fueron crecidas en
placas de cultivo hasta la confluencla. Una vez confiuentes, fue afiadido un pool de
suero inmune a diferentes diluciones (1/5, 1/10, 1/20, 1/40) y a continuacién se
afladié EGF-'""| a raz6n de 100000 cpm/pozo. El voliunen de cada pozo fue

Py—
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completado hasta 500 uL de PBS/BSA 1% en cada pozo. Las placas se incubaron a
temperatura amblenis durants 1 hora y pasado este tiempo la reaccldn fue detenida
afladiendo 2 ml. de PBS/BSA 1% frio. Postariorments se dsseché el liquido de cada
uno de los pozos, y despuéds de un lavado suave con PBS/BSA 1%, se afiadleron a
los pozos 8300 pL de NaOH 2M. Después de 30 minutos a ‘smperatura amblents, se
recogleron 200 uL de cada uno de los pozos, y se isyeron en un contador de
radlaclones gamma.

E! poot de suercs Inmunes mostrd una inhiblcién de la unién del EGF-'2| a su
receptor en la membrana de las células A 431. Esta Inhibicién fue dependiente de la
diiucién del suero (Figura 4).

Elemplo 9. Sobrevida de los ratones Inmunizados con DEC-HER-1/VSSP-
GMS3/AIF.

Ratones de la linea C57/BL6, inmunizados con ECD-EGF-RmM/VSSP-GMJ/AIF (tres
dosls de 50 pg cada quince dias por via Intramuscular), se trasplantaron con 100000
células de Lewls por via Intramuscular y fueron observados para determiner el
tiempo de sobrevida. Las células de Lewis son derivadas ce un adenocarcinoma de
pulmén de arigen murino que expresan el EGF-R. La wbruﬁda de estos ratones s8
compard con la de un grupo inmunlzado con ECD-EGF-R1./ACF (tres dosls de 50 p
g cada quinca dias por via subcuténea). Los ratones inmuizados con el preparado
vacunal ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3/AIF tuvieron una sobrevida significativaments
superior (p<0.05) que los ratones del grupo de referencia (Figura 5).

Ejempilo 10. Obtencién de una composicién vescunal que contiens al
anticuerpo monoclonal quimérico P3 (AcMq P3), VESP(GM3) y AIF.

Los protaoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana extemna
de Neisserfa meningitidis incluyendo el gangliésido GM3 [VSSP(GM3)], fueron
obtsnidos segin se refiers en la patents cubana 130/67 y.en la patents USA
6,149,921. Los VSSP(GM3) se conservaron a concentacién de 4,8 mg/mL en
solucién Teis/HCI pH 8.8 y a una temperatura de 4’ C, hasta su utliizacidn,

~Para preparar el Inmundgeno, se mezcid una solucion conteniende 2 mg/mL del

AcM quimérico P3 (Patente No. US 5,817,513) en solucién tampdn de fosfato salina
con el preparado VSSP(GM3) en una proporcién 1/1 (v/v).'El proceso de mezclado
se realizd por agitaclén magnélica a temperatura amblents durants 15 min.
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Postariormente se afiadld el AlF en una proporcién 1/1 (viv). La mezcia se aghd a
temperatura amblente durante 15 minutos, hasta lograr la em_ulslén.

En otra forma de proceder Iguaimente convenientu se mezcld una solucion
contenlendo 2 mg/mL del AcMq P3 en solucién tamp6n de fosfato saiina con el
preparado VSSP(GM3)en una proporcién 1/1 (v/v). Ei proceso de mezclado se
realizd por agitacion magnética a temperatura amblinte durante 15 min, y la
solucion resultante se esterliizé por filtracidn a través do membranas de acetato de
celulosa de 0,2 pm. Despuds de un proceso de dosificacion, envasado y sellado el
preparado se conservd a 4°C por un perfodo de hasta un afio. Justo antes de la
administraclén al hospedero se afiadié la preparacién al AIF en una proporcién 1/1
{vNV) y se realiz6 la emulsificacién por agitacién a temparatura amblente durante 15
minutos.

Ejemplo 11. Obtencién de una composicién vacunal que contlene un péptido
de la regién variable de la cadena pesada del AcMq P3 (CDR3/VH-P3) y
VSSP(GM3).

Los proteoliposomas derivados del complejo de pnotél.'.as de la membrana externa
de Nelisseria meningitidls incluyendo el gangliésido GM3 [VSSP(GM3)], fueron
obtenidos seglin se refiere en la patente cubana 150/87 y en la patents USA
6,148,921. Los VSSP(GM3) se conservaron a concontracién de 4.8 mg/mL en
solucién Tris/HCI pH 8.9 y a una temperatura de 4" C, husta su utilizacion.

En el momento de aplicario al hospedero, el inmunégeno se prepart primeramente
disotviendo péptido del CDR3 VH-P3 liofllizado en solucién tampén de fosfato salina
hasta lograr una concentracion de 4 mg/mL. Posteiiormente se mezcld con el
preparado VSSP(GM3)en una proporcién 1/1 (viv). El proceso de mezciado se
realizd por agltacién magnética a temperature amblente durante 15 min.

En ofra forma de proceder iguaimente convenientu primeramente se disolvié
péptido dal CDR3 VH-P3 liofilizado en solucién tampén de fosfato salina hasta lograr
una concentracién de 4 mg/mL. Posteriormente se mezcié con el preparado
VSSP(GM3)en una proporcién 1/4 (viv). El proceso de mezclado se realizd por
agitacién magnética a temperatura ambiente durante 15 min. y ja solucién resultante
ee esterliizd por filtracién a través de membranas de acetato de celulosa de 0,2 um.
Después de un proceso de dosificaclon, envasado y sellado el preparado se
conservé a 4°C por un perlodo de hasta un afio.
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Ejemplo 12. Obtsncién de una composicidn vacunal que contlene un
oncollsado de melanoma B16, VSSP{GM3)} y AlF.

Los proteoliposomas derivados del complejo de protsinas de la membrana extema
de Neisserla meningitidis incluyendo el ganglibeldo GM3 [VSSP(GM3)], fueron
obtenidos segln se refiere on la patenta cubana 130/87 y en la patente USA
6,149,921, Los VSSP(GM3) se conservaron a concentracién de 24 mg/mL en
solucion Tris/HC| pH 8.9 y a una temperatura de 4" C, hasta su utilizacién.

Para preparar el inmundgeno, una suspension de células.dv la linea de melanoma
murino B16 (50x10* célulae/mL) se somelid a 5 dclos de congelacion /
descongelaclon, altemando Incubaciones en bafios de nitrégeno liquido y en bafios
de H,O dasﬂlada_ a 37°C. El lisado celular resultante se centrifugé a 500 x g durante
10 minutos. EI pellet resultante se resuspendlé en VSSP(GM3) garantizando una
proporcién de pellet ceiular cormespondients a 10 x 10° células por cada 2,4 mg de
GMS en VSSP. La mezcla se agitd durante 10 minutos @ temperatura amblente.
Seguidamente se afadié la preparacién al AIF en una proporcién 11 (viv). La
mezcla se agilé a temperatura ambiente aproximadamente durante 15 minutos,
haeta lograr la emulsién.

Ejemplo 13. Obtencién de una composicién vacunal qua contiene células de
melanoma B16, VSSP(GM3) y AlF.

Los pmtaollpt;soms darivados del complejo de proleinas de la membrana exiema
de Nelsseria meningitidls incluyendo el gangliésido 'GM{B [VSSP(GM3)], fueron
obtenidos eegin se refiers en la patents cubana 130/87 y en ia patente USA
6,149,021. Los VSSP(GM3) se conservaron a concentracién de 24 mg/mL en
solucién Tris/HCI pH 8.9 y a una temperaltura de 4’ C, hasta su utilizacién.

Para preparar el inmundgeno, una suspansion de células de ia linea de melanoma
murino B16 (50 x 10° céiulas/mL) se centrifugd a 300 x g durante 10 minutos. El
peliet de células se resuspendié con el VSSP(GM3) garantizando una proporcién de
10 x 10° células por cada 2,4 mg de GM3 en VSSP. La mezcia se agité durante 10

_minutos a temperatura amblente. Seguldamente se afiadié la preparacién al AlF en

una proparcion 1M1 (viv). La mezcla se agith a temperatura ambiente
aproximadamente durante 15 mlnutoq. hasta lograr la emulsion.
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Ejemplo 14. btencién de una composiclén vacunal que contiene un plasmidio
con el gen que codlifica para el dominlo extracelular del receptor de EGF
humano (ECD-HER1), VSSP{GM3)} y AIF.

Los proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana extema
de Neisseria meningitidis Incluyendo el gangliésido GM3 [VSSP(GM3)], fueron
obtenidos seg(in se refiere en la patenie cubana 130/87 y en la patente USA
6,140,821. Los VSSP(GM3) se conservaron & conceniracidn de 4,8 mg/mi en
solucién Tris/HCI pH 8.9 y a una temperatura de 4" C, hasta su ulilizaci6n.

El vector para Insertar el ADN de Interés fue el plasmidio de expresién en mamfiferos
pcDNA3, que contiene el origen de replicacion de SV40 y el promotor Inmediato
temprano de citomegalovirus humano (pCMVIT). En este plasmidio se insert6 el gen
que codifica para el dominio extracelular del receptor de EGF humano (ECD-HER1).
E! plasmidio resultante (ECD-HER1/pcDNA3) fue utllizado en la preparacién del
inmunégeno.

Para preparar el inmundgeno, la solucién del plasmidio ECD-HER1/pcDNA3 se
ajusté a una concentracién de 2 mg/mL en solucién tampén de fosfato salina.
Posteriormente se mezci6 con el preparado VSSP(GM3) en una proporcidn 1/1 (viv).
La mezcia se reallzd por agliiacldn a temperatura amblente durante 5 min.
Seguidamente ia preparacién se afiadié al AIF en una proporcién 1/1 (viv). La
mezcla se agitd a temperatura ambiente aproximadamente durante 15 minutos,
hasta lograr la emulsion. .

Ejemplo 15. Inducclén /n vitro de maduraclén de células dendriticas por el
preparado VSSP(GM3).

Las células dendriticas humanas se obtuvieron a partir de monocitos alslados de
sangre periférica que fueron cultivados, durante 7 dias, en pressncia de GM-CSF
humano recombinante (hr) (50 ng/ml) y hr-iL4 (1000 U/ml). Al 7mo dla las células
dendriticas obtenidas fueron expuestas o no, durante 18 horas, a los VSSP(GM3) (1
pg/mL). Como referenclas las células dendriticas se Incubaron con 0,1 pg/mL de
LPS purificado a partir de la cepa 44/76 de Neisseria meningitidis o con MPLA
(Sigma). El fenotipo de cada preparacidn se analizd por citometria de flujo.

Como se muestra en la Tabla 2, e| tratamiento con VSSP{GM3) provocd un aumento
en la expresion de CD11c y cambios considerables en el marcador de maduracién
de las DC CDB83. Se observd un aumento en los niveles de expresi6n de ia molécula
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HLA-DR. Los VSSP(GM3) Indujeron un Increamento en el nimero de células que
expresan ia molécula CD86. VSSP(GM3) y LPS mostraron igual capacidad de
inducir maduracién en las DC tratadas. En camblo la variante detoxificada del LPS,
MPLA se mostré inferior.

Tabla 2. Efecto de distintos preparados sobre la maduracidn de DC humanas.

CDiic | CDa8 | CD83 | HLA-DR | CD40
Medio | 376 | 125 | 55 | 4015 | ©
LPS | 57.1 | 354 | 146 | 6872,7 | 158

VESP | 60 | 20,6 | 13,3 | 6564 | 14,1
MPLA | 40,1 | 154 | 68 | 4155 | 9.7

-y

Datos: medias de Intensldad de fluorescencla de las mediciones de FACS
Ejemplo 18. Induccién de respuesta Inmune humoral especifica at AcMq P3
asoclada a la administraclén de la composicién vacunal.

- Ratones de la linea C57BL/6 se Inmunizaron con la composicién vacunal referida en

el Ejlemplo 10. Se Inocularon 50 pg del monocional quimérico en cada Inyscddn,
aplicindose 2 dosls (una cada 14 dlas) por via Intramuscular. 21 dlas después de la
primera InmuRizacién se tomaron muestras de suero, Cumo referencia se usd un
grupo de ratones de Ia misma cepa inmunizados del misiao modo con el AcMq P3
adyuvado en AIF o Alimina. Los sueros obtenidos fueron ensayados por ELISA
para determinar la presencia de anticuerpos anti-AcMq P3.

El 100% de los matones Inmunlzados con 'a composicién vacunal descrita en la
presente invencién desarrollaron niveles de anticuerpos Igé especilficos contra el
AcMq P3, superiores a los de los grupos de referencla. (T.bla 3).

Tabla 3. Respuesta de anticuerpos inducida contra el Achiq P3 en ratones C578L/6
inmunizados con distintas formulaclones

Formulacién # de animales : Titulos de IgG
respondedores especlficas(media)
AcMP3q/VSSP/AIF 5/5 8000
AcMP3g/AIF 4/5 4000
AcMP3g/AlGimina 2/5 1000

3Z



10

15

Ejemplo 17. Inducclén de respuesta celular proliferativa especifica al péptido
CDR3/VH-P3 asoclada a [a administracién de la composiclén vacunal.

Ratones de la linea C57BL/8 se inmunizaron con la com.i.-osldbn vacunal descrita en
el Ejempio 11. Sa Inocularon 100 pg del péptido en caca Inyecclén, aplicAndose 4
dosis (una cada 14 dias) por via Intramuscular. Come refcrencia se usé un grupo de
ratones de la misma cepa inmunizados del mismo modo con el péptido COR3/VH-
P3 adyuvado en AIF o Alimina. 7 dias después de la Glima dosis se extrajeron los
ganglios linfaticos inguinales de los animales y se aislaro.. los linfocitos por perfusion
del 6rgano. Los linfocitos se cultivaron por 96 horas con cl péptido CDR3/VH-P3 (50
pg/mL). Durante las Gltimas 18 horas de cultivo, las c_élulas recibleron 1 pCl de
timidina tritlada (Amersham, Reino Unido) y posteriormei ..s fueron cosechadas y las
emisiones,® (cpm) detectadas en un contador de centel. 20'(LKB Wallac, Finlandia).
Los niveles de proliferacién celular se analizaron como Indice de Estimulacion (IE).
Los resuttados obtenidos en este ensayo se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Respuesta linfoproliferativa inducida contra ¢l péptido COR3/VH-P3 en
ratones C57BL/6 inmunizados con distintas formulaclones

CDR3NVH-P3/VSSP(GM3) | CDR3NH-P3/AIF | CDR3NH-P3/Alimina

50 pg/mL 4102 1.81+0,1 16+0,2

Datos: Valores de indice de estimulacién

Notoriamente solo el péptido contenido en la formulacién con VSSP{GM3) fue capaz
de Induck proliferacién antigeno especifica.

EJemplo 18. Inducclén de respuesta celular cltotd:lca especifica al ECD-
mEGFR asoclada a la administracién de la composi.!én vacunal que contlene
FPV recomblnante ECD-mEGFR/FPV, VSSP(GM3) y AF. '

Los proteoliposomas derivados del complejo de proleln;'s de la membrana extema
de Neisseria meningitidis Incluyendo el gangliésido JM3 [VSSP(GM3)), fueron
obtenidos seglin se refiere en la patente cubana 13G/87 y en la patents USA
6,149,921. Los VSSP(GM3) se conservaron a concer.tracién de 2,4 mg/mL en
solucién Tris/HCI pH 8.9 y a una temperatura de 4° C, ha.ta su utlliizacion.

E! vector viral para insertar el ADN de interés fue el Vin.; de Viruela Aviar (FPV). El
gen que codifica para el dominlo exiracelular del rece.lor de EGF murino (ECD-
mEGFR) fue insertado en el FPV por recombinacién ioméloga. La solucién del
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veclor recombinante ECD-mMEGFIL PV se wjustd a unz cuncenwacion de 10°
pfu/ml..

En paralelo se prepard la emusion de VSSP(GM3)anzdicndo la solucion del
vehiculo al AIF en una proporcion 171 (./v). La mezcla se¢ wgiw a lemperalura
ambiente aproximadamente durante 15 minutos.

Seguidamente se procedid a inmunizar ratones Balb/c con 200 uL de la solucién de

* ECD-mEGFR/FPV por via intrapzriluneal y cun 100 pbt. de VSSP(GM3)YAIF por via
"Intramuscular, conseculivamente Cuimu cuntrul fue ulilizace un gripe de ralones a

los que se les administré el ECL-inCGFR/FPV y solucion tuinpdn con foslalo salina
(STFS). Se administraron 2 dosis Lisemanales y 21 dias después de iniciado el
experimento los ralones se sacriliciqon para oblener las cunaspondientes células
esplénicas. De los esplenocilos = aislurun las células | CD8' ulilizando la
tecnologla de las perlas magnélicas Estas células T se estmularon durante 5 dtas
con células dendriticas derlvadas de méduta dséa (briDC}, previamente pulsadas
con el péptido inmunodominaiie del ECD-mEGFR ‘NYGTNRTGL' , en una
proporcién 10:1 (T:-bmDC} y en presencia deflL-2 (50 u/mL). Al finalizar la

" astimulacién se realizd un experimenio de tilotoxicidad dunde se delenning la

liberaclén de Cr* al enfrentar diterertes cantidades de estas células a la linea P815
pulsada con el péptido '"NYGTNRTGI ' (Tabla 5).

Tabla 5. Respuesta celular citotixica aspecitica al ECD-mEGFR

Grupo inmunizado con - _ Grupo inmunizado con .
ECD-mEGFR/FPV + VSSP(GM3) ECD-mEGFR/FPV + STFS
P815+pept P815 “P815+pepl | P815
% de liberacion de Cr®
100:1 78 N a3 9
50:1 51 B 25 7
T T — P L

La edministracidn de VSSP(GM3} e los anifiiales polencio ui Joble ka capacidad de
inducclén de células T cilotdxicas que tiene el FPV.

Ejemplo 19: Propledades inmunorustauradoras del vehiculo vacunal VSSP,

£l vehlculo vacunal VSSP, desurilo en esta invencion, se adminisird por via intra
muscular (I. m.) a pacienies de etinoma melastasico en vl narco de un Ensayo

21
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Ciinico de Fase |. Los pacientes recibieron 9 dosis (200 pg de NGcGM3 en
VS8SP)en el la'pso de 6 meses. Las 5 primeras dosis se administraron en los
primeros 2 mesas y las 4 restantes se dieron mensualmente.

Se extrajo sangre de los pacientes sl dia O (antes de administrar la primera dosis) y
el dfa 56 (quinta dosis). Paralelaments se tomé sangre de 8 voluntarios sanos. De
estas muestras se obltuvleron las comrespondientes células mononucieares
periféricas (CMP) por el método de gradiente de Ficoll y se determinaron por
citometria de flujo los % de células CD3+, CD4+ y CD8+. Como se muestra en la
Tabla 6, la expresion relativa de los marcadores de células T CD3, CD4 y CD8,

10 “provenientes de las CMP de los 3 pacientes tomados para ejemplificar, es inferior a

15

la media de la expresion de los donantes sanos en el dla 0.

Tabla 6. Expresion relativa de los marcadores de células T provenientes de las
CMP de paclentes de melanoma y controles sanos. Efecto de VSSP(NGcGM3) en ia
normalizacion de los marcadores.

% del total de CMP % del total de CMP
DiaQ Dia 56
CD3+ CD4+ | CDg+ CD3+ CD4+ CD8+
[ Controles 70 | 45 25 - - -
88n08

EM 30 25 5 70 45 22 |
(A 26 40 4 70 40 18
vD 15 28 4 70 56 20

Notorlamente los niveles relativos de expresién de marcadores de células T CD3,
CD4 y CD8 en las CMP de los mismos pacientes se normalizaron para el dia 56 o
sea después de haber reclbido 4 inyecciones de VSSP(NGcGM3),

Breve descripciéon de las figuras:

Figura 1. Distribucién de subclases de los anticuerpos Inducidos a partir de la
inmunizacién con ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3/AIF.
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Sueros de ratones C57BL/6 inmunizados con ECD-EGF-Rm/KLH/ACF (I) o ECD-
EGF-Rm/VSSP-GM3/AIF (ll) fueron ensayados por ELISA para la determinacién de
la distribucidn de subclases de IgG inducida por la iInmunizaclén.

Figura 2. Reconocimlentoc de los sueros de ratoi:es Iinmunizados con el
DEC-HER-1/NSSP-GM3/AIF a células que expresan el EGF-R.

Células de la linea A431, fueron Incubades con suero preinmune de matones
C57BL/6 (A), anticuerpo monocional ior egf~3 como control positivo (B) y suero de
ratones C57BL/6 inmunizados (C). Para la inmunodeteccién, un segundo anticuerpo
anti-raton conjugado a un fivordioro fue utilizado. La Inteisldad de la fluorescencla
fue medida en un cltdémetro de fiujo.

Figura 3. Actividad citolitica de los sueros de ratones inmunizados con ECD-HER-1/
VSSP-GM3/AIF.

Calulss A431 cargadas con *'Cr fueron incubadas con co:nplemento y: 1) Anticuerpo
monocional ior-t3 (contra el CD3, como control negative), |} Anticuerpo monocional
IoEGF-R+3 (contra el EGF-R, como control positivo), 'Ill) suero preinmune de
ralones C57BV6, V) suero de ratones C57BL/8 inmunizados con ECD-HER-
1VSSP-GM3/AIF V) Igual nimero de células que en los puntos anteriores fueron
lisadas con detergentes como medida de la Incorporacién total de *'Cr. Los
resultados son presentados en % de lisis especificas. .

Flgura 4. Capaddad neutralizante de los sueros de ratones Inmunizados con

ECD-HER-1/VSSP-GM3/AIF.

Células A 431 fueron incubadas con diluciones 1/5, 1/10, 1/20 y 1/40 de un pool de
sueros de ratones inmunizados con ECD-HER-1VSSP-GMA/AIF o con las mismas
diluciones de un pool de sueros prelnmunes. EGF-'®| (100000 com) fue afiadido en
cada pozo y la union total fue medida incubando las células con el EGF125l. Las
CPM fueron medidas en un contador de radiaciones gamnia.

Figura5. Sobrevida de los ratones inmunizados con el ECD-EGF-
Rm/VSSP-GM3/AIF trasplantados con Tumor de Lowis.

Ratones de la cepa C57BL/6 Inmunizados segiin se refiere en el ejemplo 9, fueron
trasplaniados con 100000 céiulas de Tumor de Lewls y observados para medir

sobrevida. Como grupo de referencia fueron trasplantados ratones de la misma cepa
inmunizados con ECD-EGF-Rm/ACF. '

- 0N
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REIVINDICACIONES

. Una composicién farmacéutica para potendlar la Inmunogenicidad de antigenos

poco inmunogénicos, que contiene:

(A) uno o mas antigenos poco iInmunogénicos;

(B) un vehiculo vacunal que conslste en protecliposo.nas derivados del complejo
de protelnas de la membrana externa de ura bacterila Gram-negativa
(Neisseria meningitidis) los cuales contlenen gangl.Ssidos incorporados; y

(C) eventuaimente uno o més adyﬁvantes.

. Una composicién farmacéutica para potenciar la inn.unogeniclded de antigenos

poco Inmunogénicos, segin la relvindicacidn 1 donde los antigenos poco
inmunogénicos pueden ser péptidos, o polipéplidos, o protelnas, o sus
correspondientes secuencias de acidos nucleicos, o células blanco de Interés
vacunal, o sus lisados, o la mezcla de ellos.

. Una composicion seglin la relvindicacdén 2 donde los antigenos poco

Inmunogénicos son receplores de factores de ci:cimlento o sus dominios
extracelulares.

. Una composicién segin la relvindicacién 3 donde loc dominlos extracelulares de

los receptores de faclores de crecimiento puedei. contener o no la regibn
transmembrana. i

. Una composicién segiin la relvindicaciones 3 y 4 donde los receptores de

factores de crecimiento son el HER-1, HER-2, R-PDGF o cuslquiera de sus
variantes que contenga el dominlo extraceiular con y sin regiéon transmembrana.

. Una composicién segan relvindicacién 1 donde los pioteoliposomas del vehiculo

vacunal se obtlenen del complejo de proteinas dv la membrana externa de
Neisseria meningitidis, tanto provenlente de une cepa salvale o de una
modificada genéticamentse.

. Una composiclén segin la relvindicaclén 1 donds los proteoliposomas del

vehiculo vacunal con gmdlibsldoa incorporados se oblienen mediante la
incorporacién hidrofébica de dichos gangliésidos al complejo de proteinas de la
membrana extemna de Neisserla meningltidis.

31
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8. Una composicién segin relvindicacién 7 donde los ganglibsldos que se
Incorporan hidrofébicamente al complejo de proteinas de la membrana extema
de Neisserla meningliidis son GM1, GM3 o sus variantas N-glicollladas.

8. Una composicién seglin relvindicacién 1 donde el adyuvants es de naturaleza
oleosa ¢ as un polipéptido natural o recombinante.

10. Una composiclén sagin relvindicacién 9 donde el adyuvants de naturaleza
oleosa o8 el Adyuvants Incompleto de Freund.

11. Una composiclon sagin la reivindicacién 10, donde el Adyuvants Incompleto de
Freund empleado es Montanide 1SA 51.

12.Una composiclén segtn reivindicacién 9 donde el adyuvante polipeptidico es una
citocina 0 una: quimiocina.

13. Una composicién segin reivindicacién 12 donde la cliocina es el faclor de
estimulacion de colonias de granulocitos y macréfagos.

14.Una composicién saegiin reivindicaciones de ia 1 a le 13 para la prevencién y
tratamiento del cancer, particularmente céncer de préstata, colon, pulmdn,
mama, ovario, cabeza-cuelio, vulva, vejiga, cerebro, gllomas, as! como de
enfermedades cronicas no trasmisibles. )

15. Una composicién seglin las reivindicaciones dela 1 a Iq 13 para la prevendon
y tratamlento de enfermadades Infacciosas de origen viral y baclerlano.

18. Una composicién segun la relvindicacion 14 para ef tratamlento del Sindrome de
Inmunodeficiencla Adquirida.

17.Una composicién segln las relvindicaciones de ia 1 a la 13 para el tratamiento
de enfermedades autoinmunes.

18.Uso de la composicién de las reivindicaciones de la 1 a la 17 para la prevencién
y tretamiento del céncer, particularmente céncer de préstata, colon, pulmén,
mama, ovario, cabeza-cuello, vulva, vejiga, cerebro, gliomas, asl como de
enfermedades cronicas no trasmisibles.

19.Uso de la composicién de las reivindicaciones de la 1 a la 17 para la prevencitn
y tratamlento de enfermedades Infecciosas de origen viral y bactertano.

20.Uso de ia composicion de las relvindicaciones de la 1 a la 17 para el tratamiento
de enfermedades autoinmunes.

3%
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COMPOSICIONES FARMACEUTICAS PARA POTENCIAR LA INMUNOGENICIDAD
DE ANTIGENOS POCO INMUNOGENICOS

Sector Técnico.
La presente invencion se relaciona’ con la rama de la medicina humana y en especial
con vacunas protectoras y/o terapéuticas para enfermedades infecciosas, autoinmunes
y el céncer, y particularmente proporciona composiciones vacunales que permiten la
generacién o el incremento de la respuesta inmunitaria contra antigenos poco
inmunogénicos.
Técnica Anterlor.
El poco éxito logrado hasta ahora en la prevencidn y tratamiento de un grupo de
enfermedades infecciosas, el céncer y las enfermedades autoinmunes con vacunas se
debe a combinaciones de factores diversos, principaimente la baja inmunogenicidad de
antigenos relevantes, el desconocimiento de como manipular la regulacion del sistema
inmunitario y las estrategias de evasion de patégenos y tumores, entre ellas la
inmunosupresion del hospedero.
Son conocidos dentro del estado de la técnica como antigenos poco inmunogénicos
aquellos péptidos, polipéptidos y protelnas (o sus comespondientes secuencias de
ADN) presentes en tumores y tejidos normmales, o asociados a patégenos que producen
infecciones cronicas mediante la evasién de la accion del sistema inmunitario.

Entre los antigenos poco inmunogénicos los receptores de factores de crecimiento con
actividad quinasa en residuos de tirosina han mostrado tener una estrecha relacién con
el desarrollo de tumores y de metédstasis tumorales, y se ha probado su valor en
algunos casos como indicadores de mal pronéstico en cancer. Tal es el caso de

receptores como el receptor del factor de crecimiento epidémico (EGF-R, siglas en

42



10

15

20

inglés) o HER-1, el receptor del factor de crecimiento epidémico 2 (HER-2), y el
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-R, siglas en inglés).

La sobre expresibn de estos receptores en algunos tipos de neoplasias,
fundamentaimente de origen epitelial, ha sido blanco de atencién en la inmunocterapia
del cancer. Tal es el caso de tumores de mama, vejiga, ovario, vulva, colon, pulmén,
cerebro, préstata y tumores de cabeza y cuello. La presencia de EGF-R ha probado ser
una indicacién de mal pronéstico en cancer de mama (Pérez R ot al. 1984. Broast
Cancer and Treatment 4:189-193). Aln cuando no se conoce todavia el papel que
juega el sistema del EGF/EGF-R en la regulaciébn del crecimiento tumoral, se ha
sugerido que la expresién del EGF-R en células tumorales proporciona un mecanismo
para la estimulacién autocrina que conduce a la proliferacion descontrolada de dichas
células (Schiessinger J of al. (1983) Crit Rav Biochern 14 (2):83-111).

Por su alta expresion en tumores, el receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico ha
sido blanco de inmunoterapia pasiva (IP) con anticuerpos monoclonales en forma
nativa, asociados a drogas, toxinas, o isGtopos radiactivos (Volimar AM ef al. (1987) J
Cell Physiol 131:418-425). Varios ensayos clinicos con anticuerpos monoclonales
(AcMs) se estan llevando a cabo y algunos han mostrado resultados promisorios, como
el caso del ensayo clinico con el AcM C225 en cancer de mama, de células
pancredticas y de células renales en fase || y cabeza-cuello en fase |l (Mendeisohn J et
al. (1999) American Society of Clinical Oncology Mesting). Otro ensayo clinico de Fase
Il con buenos resultados es el ensayo efectuado con el AcM IOR egf/r3 en tumores de
cabeza y cuello (Crombet T et al. (2000) Cancer Biotherapy and Biopharmaceutical,

manuscrito aceptado).
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En cambio la inmunoterapia activa especlfica (IAE) utilizando como blanco el EGF-R no
ha sido nunca desarrollada, siendo las causas de esto su baja inmunogenicidad como
molécula propia y su amplia expresién en los tejidos del organismo, lo cual ha
determinado el temor de los inmundlogos a considerar esta opcidn (Disis ML and
Cheever MA (1986) Current Opinion in Immunology 8:637-642). La |AE tiene ventajas
sobre la IP por cuanto ésta Gltima no activa la rama efectora celular especifica de la
respuesta inmune, y su efecto depende de la vida media de los anticuerpos utilizados,
siendo generalmente necesario reinfusiones continuadas para lograr los efectos
deseados.

En el desarrolio de vacunas eficaces, los vehiculos y adyuvantes son los responsables
de superar la baja inmunogenicidad de antigenos relevantes mediante la regulacién
convenientemente el sistema inmunitario y la conjura de estrategias de evasion de
patégenos y tumores. Es por ello que la blisqueda de nuevos sistemas de
vehiculizacidn y adyuvacion constituyen hoy una importante drea de investigacion.

En los ditimos afios las nuevas teorias y conocimientos emergentes sobre la regulacion
del sistema inmune han abierto nuevos campos de experimentacion para la bisqueda
de nuevos vehliculos y adyuvantes de mayor eficiencia. Fearon, et al. (Science,Vol.272,
pp 50-53, 1996) han ensefiado que una inmunidad protectiva es el resultado de la
interrelacion de dos sistemas cardinales: la inmunidad innata y la inmunidad adquirida.
Las células de la inmunidad adquirida no pueden distinguir las estructuras que
requieren respuesta inmune de aquellas que no y por tanto necesitan ser instruidas por
las células del sistema inmune innato. Un vinculo esencial entre la inmunidad innata y
la adquirida es proporcionado por las Células Presentadoras de Antigenos (CPA), entre

las cuales las Células Dendrlticas (DC, siglas en inglés) son las mas eficientes

#



15

20

inductoras de respuestas inmunes tanto primarias como secundarias. En particular las
DC son cruciales debido a que son las Unicas CPA capaces de activar linfocitos T
virgenes.

Recientemente se han identificado moléculas relacionadas con la inmunidad innata que
podrian considerarse como una nueva generacién de vehiculos y adyuvantes, debido a
que tienen la capacidad de madurar las DC y mediar la presentacién cruzada de
antigenos acoplados a ellas.

De interés en el estado del arte previo, se localizan una serie de trabajos. Giroir, (Crit.
Care Med., Vol.5, pp 780-789, 1993), Cella, et al. (Nature, Vol.388, pp 782-787. 19897) y
Hailman, et al. (J. Exp. Med. , Vol. 79, pp 269-277. 1994) ensefian como la interaccion
del lipopolisacéarido (LPS) con los sistemas de reconocimiento de la inmunidad innata
os la mas potente de todas, estimulando en monocitos, macréfagos y neutrdfilos la
produccién de citoquinas y de mediadores proinflamatorios, aumentando ademas la
expresion de moléculas de adhesiéon. Estas citoquinas inflamatorias son muy
importantes en la respuesta a infecciones y tumores, pero una excesiva secrecién de
las mismas conduce al ‘shock séptico’, lo cual puede ser mortal para los pacientes e
impide el uso del LPS como adyuvante vacunal. La respuesta estd mediada por el
complejo que forma el LPS con la proteina unidora de LPS (LBP, siglas en inglés), el
cual a su vez interacciona con la molécula CD14. Esta molécula facilita la interaccién
del LPS con las moléculas de sefializacién llamadas receptores Toll (TLR). Numerosas
evidencias apuntan al receptor Toll 4 {TLR4) como la molécula de la familia Toll
involucrada en la transducci6n de la sefial del LPS.

Ulrich,et al (In Vaccine Design: The subunit and adjuvant approach p 495, edited by MF

Powel and MJ Newman, Plenum Press, New York. 1885), Tholen, et al. (Vaccine,
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Vol.18, p 708. 1998), De Becker, et al. (Int. Inmunol, Vol.12, pp 807-815. 2000) indican
como existen derivados no téxicos de LPS, como es el caso del Monofosforil Lipido A
(MPLA, siglas en Inglés), que tiene actividad adyuvante para las ramas celular y
humoral de la respuesta inmune y ha sido administrado a humanos en varios ensayos
clinicos. Aunque se sostiene que el MPLA mantiene las propiedades
inmunoestimuladoras del LPS, estos autores demostraron que el MPLA induce
migracién y maduracién funcional de las DC in vivo, pero a niveles inferiores a los
observados con el LPS.

Tamura, et al (Science, Vol. 278, pp 117-120. 1997) y Binder, et al (Nature
Immunol..Vol. 1, pp 151-155. 2000) han reportado como las proteinas de estrés
térmico (HSP) son potentes vehiculos para la estimulacién de la inmunidad celular a
través del fenbmeno de presentacién cruzada de sus antigenos acompafiantes. Las
HSP obtenidas de tumores han mostrado interesantes efectos antitumorales en
distintos modelos. La identificacién del CD81 como el receptor para la HSP gp96,
podria reflejar la presencia de una via especifica de captura de HSP en las DC que ha
evolucionado para reclutar eficientemente péptidos asociados a antigenos, agentes
infecciosos o células dafiadas, para su presentacion en Complejo Mayor de
Histocompatibilidad tipo | (MHC |, siglas en inglés). El empleo de HSP como vehiculos
para vacunas, sin embargo, tiene el inconveniente de que hay que obtenerias de la
fuente de origen, por ejemplo, de los tumores. Esto hace trabajoso y caostoso el
procedimiento y nunca se sabe realmente quien es el antigeno que ha sido
responsable del efecto.

Hartmann, et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 86, pp 9305-8310. 1999), Hemmi, et

al (Nature, Vol. 8813, pp 740-5. 2000), Sparwasser, et al. (Eur. J. Inmunol. Vol.12, pp
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3591-3597. 2000), Hochreiter, et al. (Int. Arch. Allergy Immunol.,Vol 124, pp 406-410.
2001) y Deng, et al. (Arthritis Res. Vol 3, pp 48-53. 2001) muestran como entre las
moléculas asociadas a la inmunidad innata, identificadas como inductoras de
maduracién de las DC, se encuentran las secuencias CpG de ADN bacteriano.
Recientemente se demosird que la respuesta celular ante las secuencias CpG es
mediado por TLR9, lo que indica que este receptor es capaz de distinguir ADN
bacteriano de ADN propio. La induccién de linfocitos T citotéxicos (CTL) contra distintos
antigenos solubles ha sido reproducida en ratones modificados genéticamente
negativos para los marcadores CD40, CD4 o MHC II. Esto implica que la activacién de
CTL. mediada por CpG im_::luso ocurre en ausencia de la ayuda de las células T CD4, lo
cual confiere a este tipo de molécula especiales propiedades adyuvantes. No obstante
la capacidad “in vivo™ de las secuencias CpG de desviar un patrén de respuesta Th2 a
Th1 es totaimente dependiente de la naturaleza del anfigeno y de las condiciones de
inmunizacién, siendo esto particularmente valido cuando son proteinas. Esto puede
constituir una limitante al empleo eficaz de los oligonuclettidos de CpG como
adyuvante, sobre todo en huéspedes inmunocomprometidos. También se ha descrito
que las secuencias CpG bacterianas pueden inducir artritis.

Jeannin, et al. (Nature Immunol.,Vol. 6, pp 502-509. 2000) y Miconnet, et al. (J.
Immunol., Vol.168, pp 4612-4619. 2001) particularmente encontraron propiedades
inmunoestimuladoras importantes de la proteina OmpA de la membrana extema de la
bacteria Gram-negativa Kiebsiella pneumoneas. Los experimentos realizados con esta
proteina expresada de forma recombinante (kpOmpA) mostraron que ella se une e
induce maduracién completa de las DC, utiizando como via de sefializacion la

molécula TLR2. Otra propiedad importante que presenta esta proteina es su capacidad
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de conducir antigenos a la via de presentacién de clase I, siempre y cuando estos
antigenos se le acoplen covalente o hidrofébicamente. Esto es precisamente su mayor
limitacién como vehiculo vacunal ya que las técnicas de conjugacién covalente tienen el
inconveniente de las modificaciones quimicas tanto a la propia protelna como al
antigeno y la unién hidrofébica solo permite trabajar con el sub-conjunto de los
antigenos hidréfobos.

Lowell describié en la patente No. U.S. 5,726,282 un sistema inmunopotenciador para
incrementar la inmunogenicidad de péptidos, polipéptidos y protelnas, la cual se puede
considerar el prototipo mas cercano a la presente in\;encién. En la mencionada patente,
las composiciones se caracterizan porque los antigenos son modificados quimicamente
mediante la adicién de al menos un residuo de cistelna y posterior conjugacién de una
molécula de acido graso alifdtico o un péptido hidréfobo. Posteriormente los antigenos
modificados se acomplejan con un protecsoma mediante procesos de didlisis o
liofilizacién. En particular estas composiciones no incluyen glicésidos.

Divulgacién de la Invencién.

La novedad de la presente invencidbn consiste en proporcionar formulaciones que
permiten hacer inmunogénicos péptidos, polipéptidos, protelnas, sus correspondientes
secuencias de ADN y células blanco de interés vacunal, sin necesidad de introducir
cambios estructurales en dichos antigenos, mediante su asociacibn con
protecliposomas de muy pequefia talla (Very Small Size Protecliposomes, VSSP siglas
en inglés) de la bacteria Neisseria meningitidis, que contienen incorporados potentes
Iiga_ndos de la inmunidad innata y gangliésidos.

Esta invencién muestra como el vehiculo inmunopotenciador consiste precisamente en

los protecliposomas de muy pequefia talla (VSSP) obtenidos a partir de la asociacién
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del Complejo Proteico de la Membrana Externa (CPME) de la bacteria Gram-negativa
Neisseria meningitidis con ganglidsidos.

Mediante la presente invencidbn se muestra como las formulaciones descritas son
especiaimente eficaces cuando se seleccionan antigenos poco inmunogénicos y se
administran a huéspedes inmunocomprometidos.

Un objeto de esta invencion es proporcionar composiciones inmunogénicas que
contienen péptidos, polipéptidos, proteinas, sus comespondientes secuencias de ADN,
células blanco o sus lisados como antigenos, y protecliposomas de muy pequefia talla
(VSSP), los cuales se forman al unir el Complejo de Protelnas de la Membrana
Externa (CPME) de la bacteria Neisseria meningitidis con gangliésidos, mediante
enlaces hidréfobos. Adicionalmente se postula que estas composiciones pueden
formularee solas o fomando emulsiones con el adyuvante incompleto de Freund (AlF)
y también ser liofilizadas.

Otro objeto de la invencibn es proporcionar composiciones inmunoestimuladoras
capaces de generar respuestas inmunes antigeno-especificas incluso en huéspedes
inmunocomprometidos, como son los que padecen de cancer e infecciones virales
crobnicas. En estos pacientes, la administracibn de las composiciones vacunales
descritas en esta invencién permite restaurar la funcionalidad de sectores de su
sistemna inmunitario.

Adicionalmente las composiciones vacunales descritas en la presente invencion,
constituyen una solucidn al problema de la inmunogenicidad de los receptores de
factores de crecimiento y su impacto en el tratamiento de los tumores, debido a que
estos receptores con actividad firosina quinasa y los gangliésidos que especificamente

se asocian a éstos en forma de agrupaciones moleculares de membrana, se presentan
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simultdneamente al sistema inmune del hospedero en el contexto de las sefiales de
peligro aportadas por el VSSP, necesarias para activar a las células dendriticas (DC,
siglas en inglés) de forma efectiva, y producir presentacién cruzada. Estas
composiciones vacunales, ademas de presentarle sus componentes al sistema inmune,
simulando las asociaciones moleculares en que ellos se encuentran naturaimente en
las células tumorales, hacen innecesario el empleo de técnicas quimicas de
conjugacion de proteinas que generan nuevos epitopes inmunodominantes esptireos.
Por otro lado esta solucién tecnolégica pemmite usar las estructuras Integras de los
receptores, favoreciendo la solucion del problema de la restriccion genética de la
inmunodominancia, a diferencia de ofras que han usado péptidos derivados y que
pueden presentar mas limitaciones en ests sentido.

Més especificamente la invencién proporciona composiciones vacunales para el
tratamiento del cdncer. Dichas composiciones vacunales contienen como principio
activo uno o mas receptores de factores de crecimiento o sus dominios extracelulares,
pudiendo o no contener estos Ultimos los dominics transmembranarios, empleando
como vehiculo vacunal protecliposomas de muy baja talla derivados del complejo de
protelnas de la membrana externa de Neisseria meningitidis (VSSP) y los gangliésidos
que se asocian especificamente con dichos receptores, formando agrupaciones
moleculares de membrana. Estas composiciones vacunales pueden contener
adicionalmente un adyuvante apropiado.

Las composiciones vacunales de la invencién pueden ser usadas en la inmunoterapia
activa especlfica de tumores como céancer de préstata, colon, pulmén, mama, ovario,
cabeza-cuello, vulva, vejiga, gliomas, asl como en enfermedades crénicas no

trasmisibles.

5o



10

15

20

10

Desacripcién detallada de la invencién.
La presente invencion se relaciona con composiciones farmacéuticas para potenciar la
inmunogenicidad de antigenos poco inmunogénicos, cuyos componentes son:

(A) uno o mas antigenos poco inmunogénicos;

(B) un vehiculo vacunal que consiste en proteoliposomas derivados del complejo
de proteinas de la membrana externa de una bacteria Gram-negativa, los cuales
contienen gangliésidos incorporados; y

(C) eventuaimente uno o més adyuvantes.

Las composiciones de la invencién permiten potenciar ia inmunogenicidad de antigenos
poco inmunogénicos, los cuales pueden ser péptidos, polipéptidos, proteinas, o sus
correspondientes secuencias de acidos nucleicos, asl como células blanco de interés
vacunal, o sus lisados, o la mezcla de elios.

Dentro de los antigenos poco inmunogénicos, los receptores de factores de crecimiento
0 sus dominios exiracelulares pueden ser empleados. Dichos dominios extracelulares
de los receptores de factores de crecimiento pueden contener o no su regién
transmembrana.

Los receptores de factores de crecimiento que pueden ser empleados para incrementar
su inmunogenicidad son el HER-1, HER-2, R-PDGF o cualquiera de sus variantes que
contenga el dominio extracelular con y sin regién transmembrana.

Los proteoliposomas del vehiculo vacunal de la presente invencién se obtienen del
complejo de pmteinas de la membrana extema de una bacteria gram-negativa,
seleccionandose de forma preferida la bacteria Neisseria meningitidis, la cual puede ser

una cepa salvaje o modificada genéticamente.
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En las composiciones de la invencion los proteoliposomas del vehliculo vacunal con
gangliésidos incorporados se obtienen mediante la incorporacion hidrofébica de dichos
gangliésidos al complejo de proteilnas de la membrana extema de Neissera
meningitidis, pudiéndose emplear para este fin los gangliésidos GM1, GM3 o sus
variantes N-glicoliladas.

Las composiciones de la invencién contienen adicionalmente un adyuvante, que puede
ser de naturaleza oleosa o un polipéptido natural o recombinante.

El adyuvante de naturaleza oleosa empleado es preferiblemente el Adyuvante
Incompleto de Freund o Montanide ISA 51.

Asimismo cuando se emplea un adyuvante polipeptidico, éste puede ser una citosina
como el factor de estimulacién de colonias de granulocitos y macréfagos, o una
quimiocina.

Las composiciones de la invencibn son (tiles para la prevencién y tratamiento del
cancer, particularmente céncer de prostata, colon, pulmén, mama, ovario, cabeza-
cuello, vulva, vejiga, cerebro, gliomas, asl como de enfermedades crénicas no
trasmisibles.

Igualmente puede ser empleadas para la prevencién y tratamiento de enfermedades
infecciosas de origen viral y bacteriano, y dentro de estas, puede ser empleada en el
tratamiento del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, asl como para el tratamiento
de enfermedades autoinmunes.

La presente invencién aporta formulaciones que confieren inmunogenicidad a péptidos,
protelnas recombinantes o naturales, lisados celulares, células intactas y &cidos
nucleicos, poco inmunogénicos. Las formulaciones inmunoestimuladoras pueden ser

definidas como aquellas capaces de estimular tanto la respuesta humoral como la
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celular contra un antigeno en particular. Ademds, eatas formulaciones tienen la
caracteristica peculiar de rescatar la inmunidad de individuos inmunocomprometidos,
como son los que padecen de cancer e infecciones virales cronicas o determinados
tipos de enfermedades autoinmunes.

Esta invencibn muestra como el vehiculo inmunopotenciador consiste en
proteoliposomas de muy pequefia talla (VSSP) obtenidos a partir de la asociacion del
Complejo Proteico de la Membrana Externa (CPME) de la bacteria Gram-negativa,
Neissena meningitidis con gangliésidos incorporados. Los componentes del CPME se
someten a un proceso de didlisis que dura entre 2 y 15 dias, durante el cual se le
incorporan ganglidsidos glicolilados y/o acetilados. Con la incorporacién de los
gangliésidos al complejo de membrana externa se obtiene una preparacién no
vesicular, de muy pequefia talla molecular, invisible al microscopio electronico, soluble y
de alta flotabilidad.

Los VSSP de la presente invencibn muestran propiedades inmunolégicas
sorprendentes tales como una marcada capacidad de madurar a las células
dendriticas, y de inmunorrescatar pacientes inmunosuprimidos. Los VSSP se obtienen
segin se describe en las patentes cubanas 131/83 y 130/97, en las patentes USA
5,788,985 y USA 6,148,921, asl como en el articulo Estevez, ef al. (Vaccine, Vol. 18,
pp 180-197. 1999).

Los péptidos antigénicos de interés pueden ser sintéticos 0 extraidos de diversas -

fuentes. El tamafio preferido de los péptidos puede ser entre 7 y 25 aminoécidos, en
dependencia del tipo de célula T que se desea estimular. No obstante la longitud puede
variar entre 3 y 50 aminoécidos. Los péptidos utilizados pueden ser neutros o cargados.

La naturaleza hidrofébica de los péptidos también puede variar.
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De igual forma la presente invenciébn establece que las protelnas recombinantes
utilizadas pueden ser expresadas en diversos sistemas de expresibn como son
bacterias, levaduras, plantas y células superiores. En una materializacién preferida de
esta invencion se postula la utilizacién de la N. meningitidis como sistema de expresion,
donde las proteinas de interés se expresan en la membrana extema de la propia
bacteria. Esto posibilita que la proteina de interés, directamente forme parte del CPME.
En este caso es igualmente valida la expresion de la protelna completa, o la insercién
de alguno de sus polipéptidos o péptidos en uno o mas de los lazos de las proteinas
de membrana extema de Neisseria meningitidis como la TBP, Opa, Opc y las porinas
P1, P2, P3.

En materializaciones particulares de la presente invencién se muestra como los
antigenos de las composiciones vacunales pueden ser receptores de factores de
crecimiento con actividad tirosina quinasa sobreexpresados en tejidos tumorales vy,
altemnativamente, sus dominios extracelulares, con o sin regién transmembrana, y que
tienen una relacién especifica con gangliésidos expresados en la membrana de las
células tumorales. Este es el caso de HER-1, HER-2 y el receptor del PDGF, entre
ofros.

Los receptores de factores de crecimiento que se refieren en la invencién son proteinas
obtenidas por via recombinante a través de clonajes por Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) segun los procedimientos regulares de Biologla Molecular
{Sambrook J, Fritsch E.F, Maniatis T, Molecular Cloning A Laboratory Manual, second
edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) en plasmidios de expresién en
células superiores. Los plasmidios conteniendo los genes que codifican para los

receptores o sus variantes son transfectados establemente en células superiores como
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HEK 293 (ATCC CRL 1573), NIH-3T3 (ATCC CRL 1658) y CHO. Los receptores o sus
variantes son expresados por las lineas transfectadas en sus membranas o son
secretados al sobrenadante segin sea el caso.

Estos antigenos son extraldos de la membrana de las células superiores que los

expresan o del sobrenadante de cultivo de dichas células y purificados por

cromatografia. Posteriomente son filtrados en condiciones estériles y liofilizados. Se
conservan a 4'C. Las cantidades 6ptimas de éstos antigenos en las formulaciones
vacunales oscila.n entre 1 ug y 1000 ug por dosis.

Para este tipo particular de antigenos, el VSSP empleado en las formulaciones

vacunales contienen gangliésidos seleccionados entre aquellos que se asocian de

manera especifica con los receptores de factores de crecimiento formando
agrupaciones moleculares de membrana, siendo éste el caso de GM3 y GM1, entre
otros.

Los VSSP se encuentran presentes en esta composicion vacunal en un rango entre 1 p

g y 1000 ug referidos a cantidad de ganglidésidos por dosis vacunal.

Las composiciones vacunales preferidas en esta invencién, que son preparaciones

vacunales que contienen como antigenos receptores de factores de crecimiento a los

cuales se les desea incrementar su inmunogenicidad, pueden prepararse de diversas
maneras:

a) A los receptores de factores de crecimiento o sus dominios extracelulares
(conteniendo o no, regién transmembrana) liofilizados (1-100 mg de proteina), se
afladen cantidades de soluciones de VSSP, que permnitan garantizar una relacién de
masa receptor/gangliésido en un rango entre 0.1/1 a 1/1. Se procede a mezclar por

agitacién, entre 4C y 20°C, durante un intervalo de tiempo entre 5 minutos y 24
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horas. Esta preparacién se conserva a una temperatura de 4'C hasta el momento de
su administracién al hospedero.

Justo antes de administrarse al hospedero, el preparado anteriormente descrito se
mezcla por agitacion con AIF en relacién volumen/volumen entre 40/60 y 80/40,
durante un intervalo de tiempo entre 10 y 30 minutos, a temperatura ambiente. Las
relaciones de volumen cubren el rango adecuado para el tipo de emulsién deseada
segun la via de inoculacién al hospedero.

Otra manera de proceder, igualmente conveniente, consiste en conservar por
separado recipientes conteniendo los receptores de factores de crecimiento o sus
dominios extracelulares (conteniendo o no regién transmembrana) liofilizados y las
soluciones de VSSP, a 4'C. Justo antes de administrarse al comespondiente
hospedero, a los receptores de factores de crecimiento se les afiaden cantidades de
soluciones de VSSP, se procede a preparar la composicién vacunal de la misma
manera descrita en el inciso a).

Una tercera manera de proceder consiste en combinar mas de un receptor de factor
de crecimiento o sus dominios extracelulares (conteniendo © no regién
transmembrana) con las comespondientes soluciones de VSSP en la composicién
vacunal. Las cantidades de cada uno de los antigenos en la composicién vacunal
estarén en cualquier proporcién que cubra el rango entre 1 ug y 1000 ug por dosis
vacunal. Asimismo las cantidades de cada uno de los ganglidésidos en forma de
VSSP en la composicién vacunal estaréan entre 1 ug y 1000 pug por dosis vacunal,
Para preparar la vacuna combinada, los receptores de factores de crecimiento o sus
dominios exiracelulares (conteniendo o no regién transmembrana) que formarén

parte de ésta son liofilizados en las cantidades referidas en el inciso
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commespondiente. A continuacién se les aftaden cantidades de soluciones de VSSP
que permitan garantizar una relacién de masa receptores/gangliésidos en un rango
entre 0.1/1 a 1/1. Se procede a mezclar por agitacién, entre 4°C y 20°C, durante un
intervalo de tiempo entre 5 minutos y 24 horas. Esta preparacion se conserva a una
temperatura de 4°C hasta el momento de su administracién al hospedero.
Justo antes de administrarse al hospedero, el preparado anteriormente descrito se
mezcla por agitacién con AIF en relacién volumen/volumen entre 40/60 y 60/40,
durante un intervalo de tiempo entre 10 y 30 minutos a temperatura ambiente. Las
relaciones de volumen cubren el rango adecuado para el tipo de emulsiébn deseada,
segun la via de inoculacién al hospedero.
d) Otra manera de preparar la vacuna combinada referida en el inciso ¢) es segan se
refiere en el inciso b).
Por otra parte, los sistemas multiantigénicos, como son células provenientes de lineas
tumorales establecidas o aquellas obtenidas directamente de pacientes de cancer,
también se utilizan en las formulaciones descritas en la presente invencién. La
inactivacion de [as células se logra mediante el empleo de radiacibn gamma o por
tratamiento con Mitomicina C. Otra alternativa iguaimente conveniente es la utilizacion
de oncolisados obtenidos por ruptura mecénica o infeccién con virus de las células
tumorales.
Los preparados inmunopotenciadores de la presente invencién pueden utilizarse
ventajosamente en vacunas de ADN y ARN. También la inmunogenicidad de los
vectores retro y adenovirales, usados como vehiculos vacunales, se incrementa al
combinarios con las preparaciones descritas en la presente invencién. Estos vectores

contienen los genes que codifican para las proteinas antigénicas de interés.
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Normalmente las diferentes formulaciones inmunogénicas se obtienen al combinar los
distintos sistemas de antigenos con VSSP previamente producido. Los antigenos que
se introducen directamente por via recombinante en las membranas externas de la
bacteria N. meningitidis, al igual que aquellos que se incorporan a los proteoliposomas
durante el proceso de diélisis, salen ya incorporados del proceso de obtencion de los
VSSP. No obstante estos proteocliposomas modificados pueden utilizarse también con
otros antigenos no incorporados. Esto permite la preparacién de vacunas multivalentes.
Los preparados con antigenos proteicos, se obtienen a partir de mezclar entre 10 y
1000 pg del péptido o protelna antigénica con cantidades de VSSP que permiten
garantizar una relacién de masa protelna total/gangliésido en un rango entre 1 y 3. Las
preparaciones se conservan a una temperatura de 4°C hasta el momento de su
administraciéon al hospedero. Otra manera de proceder, igualmente conveniente,
consiste en conservar por separado [as soluciones antigénicas y las soluciones de
VSSP, a 4°C, y mezclarios justo antes de administrarse.

Las formulaciones con acidos nucleicos se obtienen mezclando directamente los VSSP
con las soluciones de ADN o ARN. E! proceso de mezclado se realiza a 4°C
garantizando una proporcion de 2-100 pg de é&cido nucleico por cada 0,1 mg de
gangliésido en VSSP. Este método es factible debide a la ausencia de nucleasas en las
preparaciones de VSSP.

En un proceder particulammente ventajoso mostrado en la presente invencion, los
vectores virales vivos (virus vaccinia, fowlpox u otros), que contienen las secuencias de
ADN de las protelnas de interés, son administrados al hospedero por via endovenosa

en cantidades que oscilan entre 10° y 5x10’ pfu. Los VSSP se administran por via
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intramuscular, subcutanea, intradérmica, oral o infranasal, entre 12 horas antes y 12
horas después de administrar el vector viral.

Las preparaciones con células blanco de interés o sus lisados se obtienen primero
precipitando por centrifugacién los respectivos cultivos y luego resuspendiendo el
precipitado celular en cantidades de VSSP que permitan garantizar una relacién entre
10 y 5x10* células por 0,1 mg de gangliésido. Estas cantidades se mezclan
directamente por agitacion, entre 4°C y 20°C, durante un intervalo de tiempo entre 5 y
24 horas. Las preparaciones se conservan a una temperatura de 4°C hasta el momento
de administracién al hospedero.

Otra manera de proceder, iguaimente conveniente, consiste en conservar por separado
las suspensiones celulares o sus correspondientes lisados y las soluciones de VSSP, a
4°C, y mezclarios justo antes de administrarse.

Las preparaciones descritas en la presente invencion, en las que los antigenos estén
mezclados o incorporados a los VSSP, pueden administrarse solas o emulsificadas con
adyuvante incompleto de Freund (AIF). Las emulsiones se preparan justo antes de
administrarse al hospedero. Cada preparacién se mezcla por agitacién con el
adyuvante en relacién volumen/volumen entre 40/60 y 60/40, durante un intervalo de
tiempo entre 10 y 30 minutos, a temperatura ambiente. Las relaciones de volumen
cubren el rango adecuado para el tipo de emulsién deseada segln ia via de inoculacién
al hospedero.

En otra materializacién preferida de la presente invencién las preparaciones descritas,
en las que los antigenos estan mezclados o incorporados a los VSSP, se liofilizan antes

de administrarse solas o emulsificadas con adyuvante incompleto de Freund.
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Las composiciones vacunales de la presente invencién se pueden introducir en el
paciente por via parenteral (intramuscular, intradémica, subcutdnea) o por aplicacion
directa sobre mucosas.

Ejemplos de Realizacién.

Ejemplo 1. Obtencién de un antigeno de la composicién vacunal compuesto por
Dominio extracelular (ECD, siglas en inglés) del EGF-R murino (ECD-EGF-Rm).

El gen que codifica para el ECD-EGF-Rm fue amplificado empleando la técnica de
PCR, a partir de ADN complementario (ADNc) de higado de ratén. El PCR se realizé
mezclando 1 ug de DNAc con, 10 pmoles de cada cebador especifico. Posteriormente
se adicion6 0.2 mMolar de cada dNTP y 1 U de Tagq polimeriza. Se realizaron 30 ciclos
de PCR con temperaturas de  9°C, 1 min. (excepto en el primer ciclo que fueron 3
min.); 56°C, 1 min.; 72°C, 1 min. y 30 seg. (excepto en el Gltimo ciclo que fueron 5
min.). El gen amplificado fue clonado eﬁ el vactor de expresién en células superiores
pcDNA3 (Amp',f ori, ColE ori, CMV-Promotor, SV40 ori, SV40pa, Neomycin, Invitrogen),
y posteriomente las células de la linea HEK-2983 fueron transfectadas establemente
con este plasmidio. Se llevd a cabo la transfeccion por los métodos convencionales y
las células fueron crecidas en un medio selectivo. El ECD-EGF-Rm se obtiene a partir
del sobrenadante de la Ilnea HEK-293/ECD-EGF-Rm que expresa establemente el
ECD-EGF-Rm.

El ECD-EGF-Rm obtenido en el sobrenadante de cultivo es purificado por técnicas de
cromatografla de afinidad, acoplando el ligando a la matriz (Affinity Chromatography
principles and methods 3:12, Phamacia fine Chemicals); posteriormente es filtrado en

condiciones estériles, y liofilizado.
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Ejemplo 2. Obtencién de una composicién vacunal que comprende el ECD-EGF-
Rm, V8SP-GM3 y adyuvante incompleto de Freund (AIF), combinando todos los
componentss justo antes de la administracién.

Los proteoliposomas derivados del complejo de protelinas de la membrana externa de
Neisseria meningitidis incluyendo el gangliésido GM3 incorporado fueron obtenidos
segln se refiera en la patente No. US 6,149,921.

Para ello, el complejo OMPC de N. meningitidis suministrado por el Instituto "Carlos J.
Finlay" (C. Campa et al EP 301992) fue empleado. 10 mg de este complejo OMPC se
dispersan en una solucién de 0.5 % deoxicolato de sodio y 0.1 % dodecil sulfato sodio

conteniendo ademés 10 mg de NAcGM3, mediante mezcla suave durante la noche a

49C.

La separacion del complejo soluble OMPC-NGCGM3 de los detergentes se llevé a
cabo mediante didlisis, durante 14 dias, empleando una membrana de 3.5 Kda.

El dializado fue ultracentrifugado a 100 000 g durante 1 h y el inmundgeno presente en
el sobrenadante fue esterilizado por filtracion.

El grado de incorporacién del ganglidsido a la protefna fue determinado usando el
reactivo Bio-Rad para las protelnas y resorcinol para el 4cido silico. De esta forma se
obtiene una incorporacién de 1 mg de NGeGM3 por mg de OMPC.

La cantidad empleada del vehiculo vacunal anteriormente preparado es de 120 ug,
reforido a cantidad de gangliésidos incorporado en los proteoliposomas por dosis
vacunal.

Para preparar el inmunégeno, 1 mg de ECD-EGF-Rm fue liofilizado y conservado a 4C
hasta el momento de la inmunizacion. Justo antes de la administracién a los ratones, se

afiadieron al antigeno 2.4 mg de VSSP-GM3 (referidos a cantidad de gangliésido) en

6
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un volumen de 1 mL y se mezclaron ambos componentes a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Posteriomnente se afiadié® 1 mL de AIF y se realiz6 la mezcla por
agitacion a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Ejemplo 3. Obtencién de una composicién vacunal que comprende el ECD-EGF-
Rm, VSSP-GM3 y AIF combinando parte de los componentes y conservando la
mezcia hasta el momento de la administracién.

Las proteoliposomas derivados del complejo de protelnas de la membrana externa de
Neisseria meningitidis incluyendo el gangliésido GM3 fueron obtenidas seglin se refiere
en la patente No. US 6,149,821. La cantidad de vehiculo vacunal empleado fue de 120
ug referido a cantidad de gangliésidos por dosis vacunal.

Para preparar el inmunégeno, 1 mg del ECD-EGF-Rm fue liofilizado, y a continuacién
se le afiadieron 24 mg de VSSP-GM3 (referidos a cantidad de ganglidsido
incorporado), en un volumen de 1 mL. Se mezclaron ambos componentas a
temperatura ambiente durante 15 minutos y fueron conservados a 4°C hasta el
momento de la inmunizacion. Justo antes de la administracion a los ratones se afiadi6 1
mL de AIF y se realiz6 la mezcla por agitacién a temperatura ambiente durante 20
minutos.

Ejemplo 4. Obtencién de una vacuna combinada comprendiendo el ECD-HER-1, el
ECD-HER-2, VSSP-GM3 y AlF.

Las proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana externa de
Neisseria meningitidis incluyendo el gangliésido GM3 fueron obtenidos segun se refiere
en la patente No. US 6,149,921. La cantidad de vehiculo vacunal empleado fue de 120
pg referido a cantidad de gangliésidos incorporado en los proteoliposomas por dosis

vacunal.
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Para preparar el inmunégeno, 1 mg del ECD-HER-1 y 1 mg del ECD-HER-2 fueron
liofilizados juntos, y conservados a 4°C hasta el momento de la inmunizacién. Justo
antes de la administracién a los ratones, se afladieron 2.4 mg de VSSP-GM3 (referidos
a cantidad de gangliésido}) en un volumen de 1 mL. Se mezclaron todos los
componentes a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriomnente se afiadi6é 1
mL de AIF y se realizé la mezcla por agitaciéon a temperatura ambiente durante 20
minutos.

Ejemplo 5. Induccién de respuesta inmune especifica al R-EGF autdlogo por la
composicién vacunal.

Ratones de la linea C57BL/8 se inmunizaron con la composicién vacunal que contiene
ol ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3 y AIF, preparada segln se refiere en el ejemplo 2. La
dosis de inmunégeno fue de 50 ug por raton referido a cantidad de antigeno en la
composicion. El esquema de inmunizaciéon seguido comprendié tres dosis por via
intramuscular cada quince dias, con exiracciones de sangre los dias 0, 21, 35 y 56
después de la primera inmunizacién (Grupo Il). Como referencia se tomé un grupo de
ratones de la misma linea inmunizados con 50 pg del ECD-EGF-Rm conjugado
quimicamente a KLH y adyuvado en Adyuvante Completo de Freund (ACF) y AIF,
siguiendo el mismo esquema de inmunizacién (Grupo |). Los sueros obtenidos fueron
ensayados por ELISA para su reconocimiento al ECD-EGF-Rm. El ELISA se realizé
recubriendo la placa con 10 pg/mL de ECD-EGF-Rm. Después de bloquearse la placa
con PBS/suero de temera 5%, fueron incubados los sueros de los animales
inmunizados y controles a diferentes diluciones. A confinuacién se afadié un conjugado
de anticuerpos anti-IgG de ratdn (especlifico para el Fc) con fosfatasa alcalina (Sigma).

Todas las incubaciones antes mencionadas se realizaron durante 1 hora a 37°C y
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después de cada uno de los pasos mencionados se realizaron tres lavados con
PBS/Tween 20 0.05%. La reaccién se revel6 con la adicion de 1 mg/mL de sustrato (p-
nitrofenilfosfato) en tampén dietanolamina, pH 9.8. La absorbancia a 405 nm fue
medida en un lector de ELISA a los 30 min.

El 100% de los ratones inmunizados con la composicién vacunal de la invencion
desarrolld una respuesta de anticuerpos especificos contra el ECD-EGF-Rm, que
aumentd durante el curso de las inmunizaciones, llegando a alcanzar titulos de hasta
1/160000, mientras que los sueros preinmunes no reconocieron al ECD-EGF-Rm. El
isotipo de la respuesta de anticuerpos desarroliada fue fundamentalmente de tipo IgG.
La distribucion de subclases de la respuesta de anticuerpos inducida fue determinada
por ELISA. El 20.21% de los anticuerpos fue IgG2a, un 38.03% IgG1 y un 38.93% fue
IgG2b, aprecidndose un corrimiento hacia el patron de respuesta Th1 respecto al grupo
de referencia (Figura 1).

A pesar de que la presente composicién vacunal se compara con una composicién en
la que el ECD-EGF-Rm esta acoplado quimicamente a KLH, y en donde se emplea
como adyuvanie el ACF, los titulos de anticuerpos inducidos por la preparacién son
superiores, y la distribucién de subclases tiende més a un patrén Th1, resultando
favorable para la eficacia de dicha vacuna.

Los ratones inmunizados con ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3/AIF no presentaron signos de
toxicidad clinica, y las pruebas bioquimicas realizadas a los suercs de dichos animales
no mostraron diferencias con las realizadas a los sueros de animales no inmunizados
(Tabla 1).

Tabla 1

64

Grupos Animales Titulos de IgG




15

24

Dia 21 1100 | 1/500 | 1/1000 | 1/2500 | 1/5000 {1/10000| 1/20000
| 8/10 1 3 1 1 1 1
Il 10/10 1 1 2 5 1

Dia 35 1/100 |1/1000| 1/2500 | 1/5000 |1/10000|1/20000| 1/40000
[ 10/10 2 2 1 5
| 10/10 1 2 1 8

Dia 56 1/1000| 1/5000( 1/10000| 1/20000| 1/40000 | 1/80000 | 1/160000
I 10710 1 1 1 2 1 4
! 10/10 1 1 2 4 2

Grupo | - Animales inmunizados con ECD-EGF-Rm/KLH/ACF y AIF

Grupo |l — Animales inmunizados con ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3/Montanide-ISA 51
Elemplo 6. Reconocimiento de los sueros de ratones inmunizados con el
DEC-HER-1/VSSP-GMJ/AIF a células que expresan el EGF-R humano.

Células de la Iinea A431 (10000 células / pozo) que expresan el receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano fueron incubadas con suero preinmune de ratones
C57BL/6 diluidos 1/6 (A), anticuerpo monoclonal ior egf-r3 contra el EGF-R como
control positivo a una concentracién de 10 pg/mL (B) y suero de ratones C57BL/6
inmunizados diluidos 1/5 (C), durante 30 minutos a temperatura ambiente.

El exceso de anticuerpos no unido al receptor o unido de forma inespecifica fue
removido realizando lavados con solucion de fosfato tamponada/suero de temera 0.5%.
Para la inmunodeteccion las células fueron incubadas con un segundo anticuerpo anti-
ratdn conjugado a isotiocianato de fluoresceina diluido 1/50, 30 minutos a temperatura
ambiente. La intensidad de la fluorescencia fue medida en un citdmetro de flujo (FACS).
El suero de los ratones inmunizados con el preparado vacunal reconocieron las células
que expresan el EGF-R, con intensidades comparables a las del control positivo del

experimento, a diferencia de los sueros preinmunes de los mismos animales (Figura 2).
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Ejemplo 7. Actividad citolitica de los suerocs de ratones Inmunizados con
DEC-HER-1/VSSP-GMJY/AIF

Células de la linea A431 (3x10° células) fueron incubadas con cromato de sodio
radioactivo *'Cr durante 1h, y el exceso de sales radiactivas fue eliminado mediante tres
lavados con medio de cultivo. Las células cargadas con *'Cr fueron incubadas con:

i) 50 pug/mL del anticuerpo monoclonal ior-t3 (AcM contra el CD3, como control
negativo)

it) 50 ng/mL del anticuerpo monoclonal ior egf-r3 (AcM contra el EGF-R como control
positivo)

iii) suero preinmune de ratones C57BL/8 diluidos 1/20

iv) suero de ratones C57BL/8 inmunizados con ECD-HER-1/VSSP-GM3/AIF diluidos
1720

Después de 1 hora de incubacion a 37°C, se afiadieron 40 ulL de complemento de
conejo dejandose en incubacion a 37°C. Posteriormente se centrifugaron los tubos y
100 pL del sobrenadante se utilizaron para medir en un contador gamma de
radiactividad la liberacién de *'Cr, como una medida de la lisis celular ocumida mediada
por los anticuerpos y el complemento. La incorporacién total Qe midié6 mediante lisis
total con detergente.

Los sueros de los ratones inmunizados con el preparado vacunal referido lisaron el 80
% de las células A431 que expresan el EGF-R, a diferencia de los sueros preinmunes
de dichos ratones que solo alcanzaron a lisar un 35 % (Figura 3).

Ejemplo 8. Capacidad neutralizante de los sueros de ratones Inmunizados con

DEC-HER-1/VSSP-GM3/AIF.

Los sueros de ratones inmunizados con el preparado vacunal referido en la patente
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fueron ensayados para su capacidad de inhibir la unién del EGF a su receptor en la
membrana de las células A431. Para ello, las células A431 fueron crecidas en placas
de cultivo hasta la confluencia. Una vez confluentes, fue afiadido un pool de suero
inmune a diferentes diluciones (1/5, 1/10, 1/20, 1/40) y a continuacién se afadid EGF-
3| a razén de 100000 cpm/pozo. El volun‘1en de cada pozo fue completado hasta 500 p
L de PBS/BSA 1% en cada pozo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora y pasado este tiempo Ia reaccién fue detenida afladiendo 2 mbL de
PBS/BSA 1% frlo. Posteriormente se deseché el liquido de cada uno de los pozos, y
después de un lavado suave con PBS/BSA 1%, se afiadieron a los pozos 300 plL de
NaOH 2M. Después de 30 minutos a temperatura ambiente, se recogieron 200 uL de
cada uno de los pozos, y se leyeron en un contador de radiaciones gamma.

El pool de sueros inmunes mostré una inhibicién de la unién del EGF-'%| a su receptor
en la membrana de las células A 431. Esta inhibicion fue dependiente de la dilucién del
suero (Figura 4).

Ejemplo 9. Sobrevida de los ratones Inmunizados con DEC-HER-1/VSSP-
GMJ/AIF.

Ratones de la linea C57/BL6, inmunizados con ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3/AIF (tres
dosis de 50 pg cada quince dias por via intramuscular), se trasplantaron con 100000
células de Lewis por via intramuscular y fueron observados para determinar el tiempo
de sobrevida. Las células de Lewis son derivadas de un adenocarcinoma de puimén de
origen murino que expresan el EGF-R. La sobrevida de estos ratones se compard con
la de un grupo inmunizado con ECD-EGF-Rm/ACF (tres dosis de 50 ug cada quince

dias por via subcuténea). Los ratones inmunizados con el preparado vacunal ECD-

6r



@

10

15

20

27

EGF-Rm/N/SSP-GM3/AIF tuvieron una sobrevida significativamente superior (p<0.05)
que los ratones del grupo de referencia (Figura 5).

Elemplo 10. Obtencién de una composicién vacunal que contiene al anticuerpo
monaoclonal quimérico P3 (AcMq P3), VSSP(GM3) y AlF.

Los protecliposomas derivados del complejo de protelnas de la membrana externa de
Neisseria meningitidis incluyendo el gangliésido GM3 [VSSP(GM3)], fueron obtenidos
segln se refiere en la patente cubana 130/97 y en la patente USA 6,149,921. Los
VSSP(GM3) se conservaron a concentracién de 4,8 mg/mL en solucién Tris/HCI pH 8.9
y a una temperatura de 4’ C, hasta su utilizacién.

Para preparar el inmunégeno, se mezcld una solucién conteniendo 2 mg/mL del AcM
quimérico P3 (Patente No. US 5,817,513) en solucién tampén de fosfato salina con el
preparado VSSP(GM3) en una proporcién 1/1 (viv). El proceso de mezclado se realizd
por agitacidn magnética a temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente se
afiadié el AlF en una proporcién 1/1 (viv). La mezcla se agitd a temperatura ambiente
durante 15 minutos, hasta lograr la emulsién.

En otra forma de proceder igualmente conveniente se mezclé una solucién conteniendo
2 mg/mL del AcMq P3 en solucibn tampén de fosfato salina con el preparado
VSSP(GM3)en una proporcidn 1/1 (vi). El proceso de mezclado se realizdé por
agitacion magnética a temperatura ambiente durante 15 min. y la solucién resultante se
esterilizé por filtracién a través de membranas de acetato de celulosa de 0,2 um.
Después de un proceso de dosificacién, envasado y sellado el preparado se conservd
a 4°C por un periodo de hasta un afio. Justo antes de la administracién al hospedero se
anadioé la preparaciéon al AIF en una proporcion 1/1 (viv) y se realizé la emulsificacién

por agitacion a temperatura ambiente durante 15 minutos.
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Ejemplo 11. Obtencién de una composicién vacunal que contiene un péptido de
la regién variable de la cadena pesada del AcMq P3 (CDR3/VH-P3) y VSSP({GM3).
Los protecliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana externa de
Neisseria meningitidis incluyendo el gangliésido GM3 [VSSP(GM3)], fueron obtenidos
segan se refiere en la patente cubana 130/87 y en la patente USA 6,1498,921. Los
VSSP(GM3) se conservaron a concentracién de 4,8 mg/mL en solucién Tris/HCI pH 8.9
y a una temperatura de 4° C, hasta su utilizacién.

En el momento de aplicarlo al hospedero, el inmundgeno se prepard primeramente
disolviendo péptido del CDR3 VH-P3 liofilizado en solucién tampén de fosfato salina
hasta lograr una concentracién de 4 mg/mL. Posteriormente se mezclé con el
preparado VSSP(GM3)en una proporcién 1/1 (viv). El proceso de mezclado se realizd
por agitacién magnética a temperatura ambiente durante 15 min.

En otra forma de proceder igualmente conveniente primeramente se disolvié péptido
del CDR3 VH-P3 liofilizado en solucién tampén de fosfato salina hasta lograr una
concentracién de 4 mg/mL. Posteriormente se mezcld con el preparado VSSP(GM3)en
una proporcién 1/1 (vv). El proceso de mezclado se realiz6 por agitacion magnética a
temperatura ambiente durante 15 min. y la solucién resultante se esterilizé por filtracién
a través de membranas de acetato de celulosa de 0,2 uym. Después de un proceso de
dosificacion, envasado y sellado el preparado se conservd a 4°C por un perfodo de
hasta un afio.

Ejemplo 12. Obtencién de una composicién vacunal que contiene un oncolisado
de melanoma B16, VSSP(GM3) y AlF.

Los protecliposomas derivados del complejo de protelnas de la membrana externa de

Neisseria meningitidis incluyendo el gangliésido GM3 [VSSP(GM3)], fueron obtenidos
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segln se refiere en la patente cubana 130/87 y en la patente USA 6,149,921. Los
VSSP(GM3) se conservaron a concentracién de 2,4 mg/mL en solucién Tris/HCI pH 8.9
y a una temperatura de 4° C, hasta su utilizacion.

Para preparar el inmunégeno, una suspensién de células de la linea de melanoma
murino B18 (50x10° células/mL) se sometié a 5 ciclos de congelacién / descongelacién,
altemando incubaciones en bafios de nitrbgeno liquido y en bafios de H,O destilada a
37°C. El lisado celular resultante se centrifugé a 500 x g durante 10 minutos. El pellet
resultante se resuspendié en VSSP(GM3) garantizando una proporcién de pellet celular
comrespondiente a 10 x 10° células por cada 2,4 mg de GM3 en VSSP. La mezcla se
agitd durante 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se afiadid la
preparacion al AlIF en una proporcién 1/1 (viv). La mezcla se agitd a temperatura
ambiente aproximadamente durante 15 minutos, hasta lograr la emulsién.

Ejemplo 13. Obtencién de una composicién vacunal que contiene células de
melanoma B18, VESP(GM3) y AIF.

Los proteoliposomas derivados del complejo de protelnas de la membrana externa de
Neisseria meningitidis incluyendo el gangliésidoc GM3 [VSSP(GM3)], fueron obtenidos
segin se refiere en la patente cubana 130/87 y en la patente USA 6,149,921. Los
VSSP(GM3) se conservaron a concentracién de 2,4 mg/mL en solucién Tris/HCI pH 8.9
y a una temperatura de 4’ C, hasta su utilizacién.

Para preparar el inmunégeno, una suspension de células de la linea de melanoma
murino B18 (50 x 10° células/mL) se centrifugé a 300 x g durante 10 minutos. E} peliet
de células se resuspendié con el VSSP{GM3) garantizando una proporciéon de 10 x 10*
células por cada 2,4 mg de GM3 en VSSP. La mezcla se agité durante 10 minutos a

temperatura ambiente. Seguidamente se afiadi® la preparacibn al AIF en una

10
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proporcion 1/1 (viv). La mezcla se agitd a temperatura ambiente aproximadamente
durante 15 minutos, hasta lograr la emulsién.

Ejemplo 14. Obtencién de una composicién vacunal que contiene un plasmidio
con ¢l gen que codifica para el dominio extracelular del receptor de EGF humano
(ECD-HER1), VSSP(GM3) y AIF.

Los proteoliposomas derivados del complejo de protelnas de la membrana extena de
Neisseria meningitidis incluyendo el gangliésido GM3 [VSSP(GM3)], fueron obtenidos
segln se refiere en la patente cubana 130/87 y en la patente USA 8,149,821. Los
VSSP(GM3) se conservaron a concentracion de 4,8 mg/mL en solucién Tris/HCI pH 8.9
y a una temperatura de 4’ C, hasta su utilizacion.

El vector para insertar el ADN de interés fue el plasmidio de expresién en mamiferos
pcDNA3, que contiene el origen de replicacién de SV40 y el promotor inmediato
temprano de citomegalovirus humano (pCMVIT). En este plasmidio se insert6 el gen
que codifica para el dominio extracelular del receptor de EGF humano (ECD-HER1). E!
plasmidio resultante (ECD-HER1/pcDNA3) fue utilizado en la preparacion del
inmundgeno.

Para preparar el inmunégeno, la solucién del plasmidio ECD-HER1/pcDNAS3 se ajusto a
una concentracion de 2 mg/mL en solucién tampén de fosfato salina. Posteriormente se
mezclé con el preparado VSSP(GM3) en una proporcién 1/1 (viv). La mezcla se realizé
por agitacion a temperatura ambiente durante 5 min. Seguidamente la preparacién se
afladié al AIF en una proporcidn 1/1 (viv). La mezcla se agitd a temperatura ambiente
aproximadamente durante 15 minutqs. hasta lograr la emulsion.

Ejemplo 15. Induccién in vitro de maduracién de células dendriticas por el
preparado VSSP{GM3).
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Las células dendriticas humanas se obtuvieron a partir de monocitos aislados de
sangre periférica que fueron cultivados, durante 7 dias, en presencia de GM-CSF
humano recombinante (hr) (50 ng/ml) y hr-IL4 (1000 U/ml). Al 7mo dia las células
dendriticas obtenidas fueron expuestas o no, durante 18 horas, a los VSSP(GM3) (1 p
g/mL). Como referencias las células dendriticas se incubaron con 0,1 ug/mL de LPS
purificado a partir de la cepa 44/76 de Neisseria meningitidis o con MPLA (Sigma). El
fenotipo de cada preparacién se analizé por citometria de flujo.

Como se muestra en la Tabla 2, el tratamiento con VSSP(GM3) provocd un aumento en
la expresion de CD11c y cambios considerables en el marcador de maduracién de las
DC CDB83. Se observé un aumento en los niveles de expresién de la molécula HLA-DR.
Los VSSP(GM3) indujeron un incremento en el nimero de células que expresan la
molécula CD86. VSSP(GM3) y LPS mostraron igual capacidad de inducir maduracion
en las DC tratadas. En cambio la variante detoxificada del LPS, MPLA se mostrd
inferior.

Tabla 2. Efacto de distintos preparados sobre la maduracién de DC humanas.

CD11c | CD86 | CD83 | HLA-DR | CD40

Medio | 375 | 125 | 55 401,5 9

LPS 57,1 354 | 148 | 6727 | 158

VSSP 80 296 | 133 | 6564 | 14,1

MPLA | 401 154 | 586 415,5 8,7

Datos: medias de intensidad de flucrescencia de las mediciones de FACS
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Ejemplo 16. Induccién de respuesta Inmune humoral especifica al AcMq P3
asociada a la administracién de ia composicién vacunal.

Ratones de la linea C57BL/6 se inmunizaron con la composicién vacunal referida en el
Ejemplo 10. Se inocularon 50 pg del monoclonal quimérico en cada inyeccién,
aplicandose 2 dosis (una cada 14 dias) por via intramuscular. 21 dias después de la
primera inmunizacién se tomaron muestras de suero. Como referencia se usé un
grupo de ratones de la misma cepa inmunizados del mismo modo con et AcMq P3
adyuvado en AlIF o Alimina. Los sueros obtenidos fueron ensayados por ELISA para
determinar la presencia de anticuerpos anti-AcMq P3.

E! 100% de los ratones inmunizados con la composicion vacunal descrita en la
presente invencién desarrollaron niveles de anticuerpos IgG especificos contra el
AcMgq P3, superiores a los de los grupos de referencia. (Tabla 3).

Tabla 3. Respuesta de anticuerpos inducida contra el AcMq P3 en ratones C57BL/8

inmunizados con distintas formulaciones

Fomulacién # de animales Titulos de lgG
respondedores especificas(media)
AcMP3q/VSSP/AIF 5/5 8000
AcMP3q/AIF 475 4000
AcMP3q/Alomina 215 1000

Ejemplo 17. Induccién de respuesta celular proliferativa especifica al péptido
CDR3/VH-P3 asociada a la administracién de la composiclén vacunal.
Ratones de la linea C57BL/6 se inmunizaron con la composicién vacunal descrita en el

Ejemplo 11. Se inocularon 100 pug del péptido en cada inyeccién, aplicAndose 4 dosis
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(una cada 14 dlas) por via intramuscular. Como referencia se usd un grupo de ratones
de la misma cepa inmunizados del mismo modo con el péptido CDR3/VH-P3 adyuvado
en AIF o Alumina. 7 dias después de la dltima dosis se extrajeron los ganglios linfaticos
inguinales de los animales y se aislaron los linfocitos por perfusion del érgano. Los
linfocitos se cultivaron por 98 horas con el péptido CDR3/VH-P3 (50 pg/mL). Durante
las aitimas 18 horas de cultivo, las células recibieron 1 puCi de timidina tritiada
(Amersham, Reino Unido) y posteriormente fueron cosechadas y las emisiones B (cpm)
detectadas en un contador de centelleo (LKB Wallac, Finlandia). Los niveles de
proliferacién celular se analizaron como Indice de Estimulacién (IE). Los resultados
obtenidos en este ensayo se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Respuesta linfoproliferativa inducida contra el péptido CDR3/VH-P3 en

ratones CS7BL/6 inmunizados con distintas formulaciones

CDR3NVH-P3NSSP(GM3) | CDR3NVH-PI/AIF | CDR3/VH-P3/Alimina

50 pg/mL 4102 1,8+0,1 1,6+0,2

Datos. Valores de Indice de estimulacién

Notoriamente solo el péptido contenido en la formulacién con VSSP(GM3) fue capaz de
inducir proliferacién antigeno especifica.

Ejemplo 18. Induccién de respuesta celular citotdxica especifica al ECD-mEGFR
asoclada a la administracién de la composicién vacunal que contiene FPV
recombinante ECD-mEGFR/FPV, VSSP(GM3) y AIF.

Los proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana externa de
Noisseria meningitidis incluyendo el gangliésido GM3 [VSSP(GM3)], fueron obtenidos

segin se refiere en la patente cubana 130/87 y en la patente USA 6,149,921. Los

1
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VSSP(GM3) se conservaron a concentracion de 2,4 mg/mL en solucién Tris/HCI pH 8.9
y a una temperatura de 4' C, hasta su utilizacién.

El vector viral para insertar el ADN de interés fue el Virus de Viruela Aviar (FPV). El gen
que cadifica para el dominio extracelular del receptor de EGF murino (ECD-mEGFR)
fue insertado en el FPV por recombinacién homdloga. La solucibn del vector
recombinante ECD-mEGFR/FPV se ajustd a una concentracién de 10° pfu/mL.

En paralelo se prepard la emulsion de VSSP(GM3)afadiendo la solucién del vehiculo al
AIF en una proporcion 1/1 (viv). La mezcla se agitt a temperatura ambiente
aproximadamente durante 15 minutos.

Seguidamente se procedid a inmunizar ratones Balb/c con 200 uL de la solucién de
ECD-mEGFR/FPV por via intraperitoneal y con 100 ul. de VSSP(GM3)/AIF por via
intramuscular, consecutivamente. Como control fue utilizado un grupo de ratones a los
que se les administrd el ECD-mEGFR/FPV y solucién tampén con fosfato salina
(STFS). Se administraron 2 dosis bisemanales y 21 dias después de iniciado el
experimento los ratones se sacrificaron para obtener las comrespondientes células
esplénicas. De los esplenocitos se aislaron las células T CD8' utilizando la tecnologia
de las perlas magnéticas. Estas células T se estimularon durante 5 dias con células
dendriticas derivadas de médula 6sea (bmDC), previamente pulsadas con el péptido
inmunodominante del ECD-mEGFR ‘NYGTNRTGL' , en una proporcidén 10:1 (T:bmDC)
y en presencia de IL-2 (50 u/mL). Al finalizar la estimulacién se realizé un experimento
de citotoxicidad donde se determind la liberacibn de Cr*' al enfrentar diferentes
cantidades de estas células a la linea P815 pulsada con el péptido ‘'NYGTNRTGL'
(Tabla 5).

15"
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Tabla 5. Respuesta celular citotdxica especifica al ECD-mEGFR

Grupo inmunizado con Grupo inmunizado con

ECD-mEGFR/FPV + VSSP(GM3) ECD-mEGFR/FPV + STFS

P815+pept P815 P815+pept P815

% de liberacién de Cr”'

100:1 78 8 43 9
50:1 51 6 25 7
25:1 20 5 14 5

La administracién de VSSP(GM3) en los animales potencié al doble la capacidad de
induccién de células T citotéxicas que tiene el FPV.

EJemplo 19: Propledades Inmunorestauradoras del vehiculo vacunal VSSP.

El vehiculo vacunal VSSP, descrito en esta invencion, se administrd por via intra
muscular (i. m.) a pacientes de melanoma metastdsico en el marco de un Ensayo
Clinico de Fase |. Los pacientes recibieron 9 dosis (200 ng de NGeGM3 en VSSP)en el
lapso de 68 meses. Las 5 primeras dosis se administraron en los primeros 2 meses y las
4 restantes se dieron mensualmente.

Se extrajo sangre de los pacientes el dia 0 (antes de administrar la primera dosis) y el
dila 56 (quinta dosis). Paralelamente se tomé sangre de 8 voluntarios sanos. De estas
muestras se obtuvieron las corespondientes células mononucleares periféricas (CMP)
por el método de gradiente de Ficoll y se determinaron por citometria de fiujo los % de
células CD3+, CD4+ y CD8+. Como se muestra en la Tabla 8, la expresién relativa de
los marcadores de células T CD3, CD4 y CD8, provenientes de las CMP de los 3
pacientes tomados para ejemplificar, es inferior a la media de la expresion de los

donantes sanos en el dia 0.
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Tabla 6. Expresion relativa de los marcadores de células T provenientes de las CMP

de pacientes de melanoma y controles sanos. Efecto de VSSP(NGcGM3) en la

nomalizacion de los marcadores.

% del total de CMP % del total de CMP
Dia 0 Dia 56
CD3+ | CD4+ | CD8+ | CD3+ CD4+ CD8+
Controles 70 45 25 - - -
$anos
EM 30 25 5 70 48 22
SJ 26 40 4 70 40 18
VD 15 28 4 70 56 20

Notoriamente los niveles relativos de expresién de marcadores de células T CD3, CD4
y CD8 en las CMP de los mismos pacientes se normalizaron para el dla 58 o sea
después de haber recibido 4 inyecciones de VSSP(NGcGMa3).
Breve descripcién de las figuras:

Figura 1. Distribucién de subclases de los anticuerpos inducidos a partir de la
inmunizacién con ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3/AIF.

Sueros de ratones C57BL/6 inmunizados con ECD-EGF-Rm/KLH/ACF () o ECD-EGF-
Rm/NSSP-GMB3/AIF (ll) fueron ensayados por ELISA para la determinacion de la
distribucién de subclases de IgG inducida por la inmunizacién.

Figura 2. Reconocimiento de

los sueros de ratones inmunizados con el

DEC-HER-1/VSSP-GMJ/AIF a células que expresan el EGF-R.

'
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Células de la linea A431, fueron incubadas con suero preinmune de ratones C57BL/8
(A), anticuerpo monoclional ior egf-r3 como control positivo (B)'y suero de ratones
C57BL/8 inmunizados (C). Para la inmunodeteccién, un segundo anticuerpo anti-ratén
conjugado a un fluordforo fue utilizado. La intensidad de la fluorescencia fue medida en
un citbmetro de fiujo.

Figura 3. Actividad citolitica de los sueros de ratones inmunizados con ECD-HER-1/
VSSP-GM3/AIF.

Células A431 cargadas con *'Cr fueron incubadas con complemento y: 1) Anticuerpo
monoclonal ior-t3 (contra el CD3, como control negativo), II) Anticuerpo monoclonal
ioEGF-R-r3 {(contra el EGF-R, como control positivo), |ll) suero preinmune de ratones
C57B1/8, IV) suero de ratones C57BL/6 inmunizados con ECD-HER-1/VSSP-GM3/AIF
V) igual nimero de células que en los puntos anteriores fueron lisadas con detergentes
como medida de ia incorporacién total de *'Cr. Los resultados son presentados en % de
lisis especificas.

Figura 4. Capacidad neutralizante de los sueros de ratones inmunizados con
ECD-HER-1/VSSP-GM3Y/AIF.

Células A 431 fueron incubadas con diluciones 1/5, 1/10, 1/20 y 1/40 de un pool de
sueros de ratones inmunizados con ECD-HER-1NVSSP-GM3/AIF o con las mismas
diluciones de un pool de sueros preinmunes. EGF-'?] (100000 com) fue afiadido en
cada pozo y la unién total fue medida incubando las células con el EGF1251. Las CPM
fueron medidas en un contador de radiaciones gamma.

Figura 5. Sobrevida de los ratones inmunizados con el ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3/AIF

trasplantados con Tumor de Lewis.
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Ratones de la cepa C57BL/6 inmunizados segln se refiere en el ejemplo 8, fueron
trasplantados con 100000 células de Tumor de Lewis y observados para medir
sobrevida. Como grupo de referencia fueron trasplantados ratones de la misma cepa

inmunizados con ECD-EGF-Rm/ACF.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién fammacéutica para potenciar la inmunogenicidad de antigenos poco

inmunogénicos, que contiene:

(A) uno o mas anfigenos poco inmunogénicos;

(B) un vehiculo vacunal que consiste en proteciposomas derivados del complejo de
proteinas de la membrana exiema de una bacleria Gram-nhegativa (Neissena
meningiticis) los cuales contienen gangliésidos incorporados; y

(C) eventuaimente uno 0 méas adyuvantes.

. Una composicién famacéutica para potenciar la inmunogenicidad de antigenos poco

inmunogénicos, segin la reivindicacion 1 donde los antigenos poco inmunogénicos pueden
ser pépikios, o polipéplidos, o proteinas, 0 sus comespondientes secuencias de acidos

nucleicos, o células blanco de intends vacunal, o sus lisados, o la mezcia de ellos.

. Una composicién segun la reivindicacidn 2 donde los antigenos poco inmunogénicos son

receptores de factores de crecimiento o sus dominios extracelulares.

. Una composicibn segln la reivindicacion 3 donde los dominios extracelulares de los

receptores de factores de crecimiento pueden contener o no la regién transmembrana.

. Una composicién segln la reivindicaciones 3 y 4 donde los recepiores de faciores de

crecimiento son el HER-1, HER-2, R-PDGF o cualquiera de sus variantes que contenga el
dominio exiracelular con y sin regién transmembrana.

. Una composicion segin reivindicacion 1 donde los proteoliposomas de! vehiculo vacunal se

obtienen del complejo de proteinas de la membrana extemna de Neissena meningitidis, tanto

proveniente de una cepa salvaje o de una modificada genéticamente.
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7. Una composicidn segin la reivindicacion 1 donde los protecliposomas del vehiculo vacunal
conh gangliésidos incorporados se obtienen mediante [a incorporacidn hidrofdbica de dichos
gangli6sidos al complejo de proteinas de la membrana extema de Neisseria meningitidis.

8. Una composicién segln reivindicacién 7 donde los gangliésidos que se incorporan
hidrofébicamente al complejo de proteinas de la membrana extema de Neissoria
meningitidis son GM1, GM3 o sus variantes N-glicoliladas.

8. Una composicidn segtin reivindicacion 1 donde el adyuvants es de naturaleza olecsa o es
un pofipéptido natural o recombinante.

10. Una composicion segun reivindicacién 9 donde el adyuvante de naturaleza oleosa es el
Adyuvante incompleto de Freund.

11. Una composicidn segin la reivindicacién 10, donde el Adyuvante Incompleto de Freund
empleado es Montanide ISA 51.

12. Una composicién segin reivindicacion 9 donde el adyuvante polipeptidico es una ditocina o
una quimiocina.

13. Una composicién segin relvindicacion 12 donde la citocina es el factor de estimulacién de
colonias de granulocitos y macréfagos. |

14. Una composicidn segtin reivindicaciones de la 1 a la 13 para la prevencién y fratamiento del
céncer, particularments cancer de prostata, colon, pulmén, mama, ovario, cabeza-cuelio,
vulva, vejiga, cerebro, gliomas, asl como de enfermedades crénicas no trasmisibles.

15. Una composicion segin las reivindicaciones de la 1 ala 13 parma la prevencién y
fratamiento de enfermedades infecciosas de ofigen viral y bacteriano.

16. Una composicidn segln la reivindicacion 14 para el fratamiento del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida.
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17.Una composicion segin las reivindicaciones de la 1 a la 13 para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes.

18. Composicin de las reivindicaciones de la 1 a la 17 utilizada para la prevencion y tratamiento
del cincer, particularmente cancer de préstata, colon, pulmdn, mama, ovario, cabeza-cuello,
vuiva, vejiga, cerebro, gliomas, asi como de enfermedades crénicas no trasmisbiles.

19. Composicién de las reivindicaciones de la 1 a la 17 utiizada para la prevencién y
fratamiento de enfermedades infecciosas de origen viral y bacteriano.

20. Composicién de las reivindicaciones de la 1 a la 17 utiizada para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes.

4L
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RESUMEN

La presente invencidon se relaciona con la Inmunologla y més especificamente con
composiciones inmunogénicas que contienen péptidos, polipéptidos, proteinas, sus
correspondientes secuencias de ADN, células o sus lisados y proteoliposomas de muy
pequefia talla (VSSP), formados estos (itimos al unir el complejo de protelnas de la
membrana extema (CPME) de Neisseria meningitidis con gangliésidos, mediante
enlaces hidréfobos.

En particular esta invencibn muestra como preparar composiciones
inmunoestimuladoras capaces de generar respuestas inmunes antigeno-especificas
inclugive en huéspedes inmunocomprometidos, como son los que padecen de céncer e
infecciones de origen viral o bacterianas crénicas. En estos pacientes, la administracién
de las composiciones vacunales descritas permite restaurar la funcionalidad de
sectores de su sistema inmunitario.

Las composiciones vacunales de esta invencién pueden ser utilizadas para proteger

de o tratar enfermedades infecciosas, malignas o autoinmunes.
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INF RME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Sollcitud Internacional No.
PCT/CU 01/00010

I. Base del Informe

El presents Examen Preliminar se efecia en base al documento de solicitud presentado originalmente.

V. Declaracién justificada conforme a ia regla 88.2(a)(ll} con reapecto a novedad, actividad Inventiva o
aplicabllidad Industrial

A |a luz de los documentos cliados en el informe de la blisqueda Intemacional, se coneldera que la invecion, tal
como se la define en sus reivindicaciones cumple con los criterios mencionados en el Articulo 33(1) del PCT, es
decir, parece ser novedosa, poseer nivel Inventivo, y tener aplicacién Indusirial.
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REQUISITOS Na:casmos PARA PRESENTACION Y AGILIZACIOX DE
© TRAMITE -

e e e R

PATENTE DE INVEHCIOI'G / MODELD DE U'I'!LIDAD

()
~  Indicacion de que e soficitala uonoeslon de una patente. - L)
- Datos de ldentificacién del sollciiante o de la persona que se presenta la sollcitud. ()
- Descripéion de la Invencidn. { )
- Dibujos de ser estos pertinentes. { }
- Comprohanh de Pago de las tasas establecidas,

COMPL’-‘I'A X ) l_m_:omPLETA {) ()

DISERO INDUSTRIAL ( ) - | _
Indicacion de qus se solicha el registro de Disefo indusirial (Y ()

Datos de Ideniificacion del soiicitante o de la persona que presenta { ) ()
la solicitud.

Representacién gréﬂca y fotografica del Disefio Indusirial o muestra del

Materlal que Incorpora ei disefo. () ()
Comprobante de pago de las tasas estzblecidas . ( ) ()
COMPLETA ( ) INCOMPLETA { ) { )
ESQUEMA DE TRAZADO ( ) . _
- Indicacién de que soficita el registro de un Esquema de trazado. () {)
- Datos de Identificacién del solmtante o de lapersona que presenta -
La solicitud. () ()
Representacién grﬁﬁu del esquema de trazado () ()
Comprobante Je pagp de las tasas establacidas. {) ()
COMPLETA () INCOMPLETA ()Y ()
Firma pronsable;.&'do Q@&E@i&:
Fecha: |
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