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Comprobante de paga de la tasa de presantacin de la solicitud.

Documento que acredita la existencla y representacion legal cuando el solicitants ssa persona Juridica,
Poderes, si fuera el caso, junio con la sustitucion del mismo a mi favor
Documento de cesidn del Inventor al solicitants o a su causants.
Declaraciones.

Copla de la solicihud Intemacional (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos).

Traduccidn de la solictiud intemacional al castellano (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos).

Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Autorided Intemacional de Examen Praliminar (IPEA).
Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copla del contrato de accaso.

De ser el caso, documaento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas.

De sar el caso, cartificado de depdsito del material bioldgica.

Arte final 12x12

De ser ol caso, informacion sobre otras solicitudes de patenta o tfulos obtenkios en el extrenjero por el mismo tular
0 su causants, relacionadas parcial o totalmente con la Invencién da asta solicitud.

De sar ol caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Internacional,
Otros
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ALVARD CASTELLANOS M. & ClA,

ABOGADOS
Carrera 8 No. 03-09
Apartado 8348
Bogotd, D.C. - COLOMBIA

NOMBRE

1.- AILLETTE MULET SIERRA

2. ROLANDO PEREZ RODRIGUEZ

3. GISELA MARIA GONZALEZ M.

4. ANABEL ALVAREZ ACOSTA

§. TAMARA MENENDEZ MEDINA

6. GERARDO GUILLEN NIETO

7. BELINDA SANCHEZ RAMIREZ

ANEXO No. 1

INVENTORES

DOMICILIO

Calle Vento esq. 3ra, Edificio No. 7916, Apto. 13,
Provincia Ciudad Habana, CUBA

Calle Juan Delgado No. 587 entre Acosta y
O'farmill, 10 de Octubre, Provincia Ciudad Habana,
CUBA

Calle 82b entre 5ta A y 7ma B No. 516 bajos,
Playa, Provincia Ciudad Habana, CUBA

Calle 188 No. 3115 Apto. 2 entre 31 y 33, Playa,
Provincia Ciudad Habana, CUBA

Calle 30 No. 3307 entre 33 y 35, Playa,
Provincia Ciudad Habana, CUBA

Calle Linea entre N y O, piso 4, Plaza de la
Revolucion, Provincia Cludad Habana, CUBA

Calle Lealtad No. 415 Apto. 22 entre San José y
San Rafael, Centro Habana, Provincia Ciudad
Habana, CUBA
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ALVARO CASTELLANOS M. & ClA.
ABOGADOS ’
Carrora 9 No. 83-00
Apariado 6249
Bogoté, D.C. = COLOMBIA

Sefior

Jefe de la Divisién de Nuevas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio
Ministerio de Dasarrolio Econémico

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 pi¢ de mi fima, atentamente manifiesto a Uds. que sustituyo en la Dra.
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, el poder que me confirid la sociedad CENTRO
DE INMUNOLOGIA MOLECULAR, con domicilio en Calle 216 Esq. 15, Atabey, Playa, C.
Habana 12100, CUBA, debidamente legalizado por el Miniaterio 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:
“COMBINACION VACUNAL QUE COMPRENDE FACTOR DE CRECIMIENTO
TRANSFORMANTE ALFA (TGF-ALPHA)".

Del Sefior Jefe, Acepto

mgla: nos g&ndano
C.C. No. 39.773.330 de Usaquén C.C. No. 30.779.654 de Usaquén
T.P.A. No. 58.236 del C.S.J. T.P.A. No. 70.819 del C.S.J.
Carrera 9 No. 83-08 — Bogota, D.C. Carrera 8 No. 93-08 — Bogoté, D.C.
Teléfonos: 6107420 — 8107480 Teléfonos: 6107420 - 6107480

Bogota, D.C.
XCAMCA/4874FNPCT
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_ PODER . -

Ei {los) suscrito (3) _Aguatf{n Lage Dévila, — —
Director del CFNTRO DE INMINOIOGIA

HJLEIIUI.AB
domldllado o _Calle 216 Esq. 15, Atabey,
laya, C. Habana 12100, Cuba.

‘nombra por el presenio a Ximena Costeliemos A. y/o
Margarita Castelisnus A. abogadas con oficinas en Ia Carrera 9*
No. 93-08, Bogotd - COLOMBIA para

v parg obtener ta prateccién de mi (nusetra) propledad Indusirial y
con -pste fin autorizamos a dichos apoderados para que nos

" represanten ante cualesqulars autoridades o personas da los drde-

nes administrativo, contsncioso-administrativo y Judiclal en todo lo
relactonado con los sigulentes actos y gestiones: )
) Obtencitn de paientes de invencion, modelosy dibujos Induslrh-

- les; registro ds marcas de fibrica, de serviclo, colectivas o defansivas

y de denominsciones de origen; depdsito de nombres y snsefias
mt_nm:l:ln: su renovacion prorroga, (nscripcion de traspaso y
camblo de nombya o dorniclllo, cancelacién voluntaria y ol registro
de licencia de uso de ssos derechos; b) acciones de oposicidn,

_ cancelacidn, nulldad, medidas cautelares y en gensral los juiclos

- civiles, penales, administrativos o contencloso-administrativos que

FOMAvamos o 88 n0s promueven, pudiondo an todos los actas v

* gegtionos arriba determinados sustituir dsis mandalo, transigir,

desistir, recibir, cancelar, renunclar, aceptar notificaclonss y nom-
bwpodmdu Judiclaies y axtrajudiclales.

POWER OF ATTORNEY

1 {we) the undersigned

hereby grani(s) Powar of Altomey to Ximena Casteilanes A. y/o
Margeriia Castellenos A. attorneys residing at Carrera 08
No. 83-06 Bogots - COLOMBIA to

and to obtaln the protact] :n of my (our) industrial proparty, far wich
purposa we authoriza the 3aid attornsys to represent us before any
authorities orparsons, specially those, administrative, administrative
contentious and Judicial, in ail mattars canceming the foliowing:
) Obtainmant of paient,, modals and designs; the registration of
trademarks, service, cullective and defansive marks, and of
designations of origin; the deposh ol commercial names and snsigns;
s renswal. axtensién, recordal of assignmants, change of namea or
domiclle, voluntary cancillation; and the ragistration of licanses of
use of the above rights; k) Actions opposition, cancellation, nulllty,
infringsment, granting of licensas; end In general the civil, penal an
admintsirstive sults refating to thosa rights; actions and sults Instituted
by us or against us; ana that In all the above matters they may
substitute this Powsr of Alommey, compromisa, deslst, cancel,
recelve, renounce, accept nolifications and appolint attorneys Infact
Inar qut of Court,

Given and signed this ___

m Ciudad de 1la Habana, Cuba.

o Aguatin Lage Davila

{Notary should exscuts on other side)
(Consular legallzation nacessary)

By

(Notary should axscuts on olher slde)




Yo, LICENCIADA ESTRELLA DIAZ BOSMENIER. Notaria dc la
Notaria Especial del Ministerio de Justicia de la Repiiblica de Cuba, con
sede en GALE Y ASOCIADOS S.A., DOY FE quc la firma que antecede
es la dcl sciior AGUSTIN BIENVENIDO LAGE DAVILA,
ciudadano cubano, con identidad permanente nimero

49032207966, y csauténtica por ser la que acostumbra 2 usar en todos
5US actos.

Y para quc asf conste se expide en la Ciudad de la Habanas, a los dias 13 del
mes diciembre del 2000.
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No. 1/01

La Habana, Enero 3 del 2001

2.8 m™m

5..:.‘:'?.'5 (]
La suscrita Auxiliar Administrativo 5 PA, encargada de funciones conﬂpﬁ wsfbk i los
presentados por los interesados, CERTIFICA: E‘i X :,

Que la Seflora Maria Silvia Feméndez Villar, quien como funci @ﬁ Dlmclb idica del
Ministerio de Relaciones Exteriores de la Republica de Cuba autenticé [Elienga del signatarigiiel poder
precedente, ejercia en la fecha las funciones indicadas y su firma co a la regist en esic
Consulado, que el CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR es una institucion constituida
segun las leyes de Cuba y cumple su objeto conforme a las mismas; que Agustin Lage Davila, quien en
8u caricter de Director de la citada institucion confiere el poder precedente, es su representante legal
en este pais.

La Auxiliar Administrativo 5 PA, encargada de funciones consulares, no asume responsabilidad alguna
por ¢l contenido del documento.

a
Vilma Rebeca Galvez Lopez
Auxiliar Adiministrativo 5 PA
Encargada de Funciones Consulares

PAGADOS
IMPUEESTO DE TIMBRE NACIONAL US$  7.00 (siete dolares)
DERECHOS FONDO ROTATORIO US$ 100,00 (cien dblares)
TOTAL PAGADO USS$ 107.00 (cientosiete d6lares)
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WO 0245738 PCT/CU01A0011

COMPOSICION VACUNAL QUEC NTIENE FACTOR DE CRECIMIENTO
' TRANSFORMANTE ALFA. )

Sector Técnico

La presante Invencién estd relaclonada con el campo de la Inmunologla y la
medicina humana, en particular con un prepsrado vacunal capaz de provocar una
reaccién de inmunocastracién contra el TGF alfa (TGFu) autdlogo, la que puede ser
utiizada para el tralamiento de clertas enfermedades neoplaslcaé y otras
enfermedades relacionadas con el TGFa.

Técnlca Anterior

El Faclor de Crecimiento Transformante alfa, TGFa siglas en Inglés, es un
polipéptido de 50 aminoacidos, originalmente aisiado del medio de cultivo de células
transformadas por retrovirus. En un Iniclo se definlé como una molécula capaz de
competir con el Faclor de Crecimiento Eplidérmico (EGF, siglas en Inglés) por fa
unién al EGF-R. Sin embargo, anticuerpos ant-EGF no fueron capaces de reconocer
8l TGFa (Todaro et al. (1976), Nature 264, 26-31), por lo que desde enionces se
conoce gque ambos factores de crecimiento son dos entidades inmunoléglcamente
diferentes.

El TGFa forma parie de la familia del EGF, que esta constituida por protsinas
relacionadas estructural y funcionalments. Los otros miembros de esta familia son:
EGF, anfiregulina (AR), criptol {CR1), factor de crecimiento enlazador de heparina,
betacelulina, eplregulina. Por otra parte la familia de lus poxvirus Incluye proteinas
relacionadas con el EGF, dentro de ellas la més caracterizada es el factor de
crecimlento de vaccinia virus (VGF).

Todas estas moléculas son capaces de unirse y actvar al EGF-R, asl que son
conocidas como ligandas del mismo y juegan un papel importante en el crecimiento
de células normales y neoplésicas en menor o mayor grado.

El EGF-R es una glicoproteina da 170 kD aproximadaments, cuyo gen ha sido
clonado y secuenciado. El dominio intracelular de este receptor esta asociado con la
aclividad de proteinas tirosinas quinasas que muestran homologia estructural con el
producto del oncogen v-erb-B, Io que muestra una relacion con e proceso de
ransformacién maligna (Heldin C.H. (1884), Cell 37, 9-20.).
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El TGFua es sintelizado en forma de un precursor de imembrana (pro-TGFuw), de 160
aminoacidos y mediante proteviisis enzimalica se libera una proteina soluble de 150
aminodcidos aproximadamenile, el TGF«: maduro.

El! TGFa humano (hTGF«) muestra un 43% de idenlidad en la secuencia
aminoacldica con el EGF humano (hEGF) y un 93% con el TGF« de raldn o rala.
Ademas sus efeclos bioldgicas no son especic especilicos.

E! trabajo de muchos laboratorios ha documentado la habilidod del TGFw« de regular
la proliferacion, migracién y difcrenciacion de células en cullivo (Carpenter y Wahl.
(1990), Springer-Verlag, Beriin, pp.69-171.)

El TGFa es ¢l ligando del EGF-R mis expresadu, Se expresa en tejidos normales
durante la embriogénesis y en tejidos adullos nornales y lumorales. Sin embargo. no
se observan defeclos patologicos mayores en ralones TGFw “Knock-oul” y esios
ratones son viables y fértiles ( Bruce Mann y cols.(1993), Cell, 73, 249-261.).

En el proceso de tumorigénesis, la desregulacion dc los procesos paracrinos y
aulocrinos de activacion del EGF-R, esla dada tanto por la sobreproduccion de los
factores de crecimiento como por la sinlesis elevada y/o la mulacién de sus
recapiores.

En tumores de origen epitefial se han deleclado altos nivules de EGF-R y en muchos
casos, la sobrexpresion de esle receptor conslituye un indicador de mal pronostico.
La induccién de TGFu es un evenlo frecuente e lu trianstorinacion neoplasica. De
hecho, se han realizado numerosos estudios que r.nuustrun la sobrexpresion de esla
molécula en lumores epiteliales de distintas iocalizaciones. que incluyen, mama,
pulmodn, cerebro, higado, praslata, vejiga, traclo gastrointeslinal, colon, reclo, tejido
reproductivo (ovario} y endocrino, entre olros.

Aunque el mecanismo de induccion de tumongenicidad por el TGFn es adn
desconocido, si existen algunos reportes que corrclacionan la sobrexprasion de esle
faclor de crecimiento con el grado del tumor, la sobrevida de pacicnles y olros
marcadores tumorales. Algunos investiyadores han demosirado su relacion con
otros oncogenes como c-myc en hepalocarcinonias. ademas consliluye un blanco
del gen supresor de tumores (VHL) (Sumarizado en Lee y cols (1996}, Growlh
Factors and Cytokines in Health and Disease, Volume 1B, 277-318.).

10
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Aungue ¢l TGFa y el EGF se unen al mismo receptor con afinidadas comparables,
generalménte el TGFa es mas potente que el EGF, y en algunos contextos, sus
efectos se han descrito como méds fueries y/o mds prolongados ( Barandon and
Green (1987), Cell 50, 1131-1137). Se ha reportado que en el caso de la
intemalizacién del complejo TGFa/EGF-R, tanlo el TGFa como el EGF-R son
preferiblemente reciclados a la superficle mientros cuando el complejo EGF/EGF-R
es Iintermnalizado en el mismo tipo calular, los dos componentes son eficientements
degredados (Ebner y Derynck (1991), Cell Regui.2,589-612), lo que suglere que las
diferenclas en la actividad blolégica puede estar dada por diferenclas en los
mecanismos que ocurren en él interior celular. Por otra parte el TGFa es un factor
anglogénico més potente que el EGF (Schrelber y cols.(1986), Science 232, 1250-
1253.)

En cuanto a la expresién en tumores, aun cuandc hay evidenclas de la presancia del
precursor de EGF en membranas de algunos tumores epltellales, el TGFa es
expresado por una mayor canfidad de tumores del mismo origen, y se plantea que
su acclén, a diferencla del EGF, es principaiments mediante la formacion de un lezo
autocrino con el EGF-R. Por ofra parte, resuliados obtenidos indican que en blopsias
de tumores epiteliales de algunos tipos, se observa la presencia de TGFa y no EGF
{carcinoma ductal de mama, laringe), mientras otros fumores presentan més EGF
que TGFa (céncer de puimén de células no pequefias (NSCLC). Estos resultados
sugieren que los factores de crecimiento puedun tener Impacios diferentes en la
blologla tumoral de la célula neoplésica blanco.

Todas ias evidenclas acumuladas en estos afios acerca de la relacién entre el
sistema EGF-R/ EGF-R ligandos y el cancer, convierten al mismo, en un blanco muy
atrayente para la inmunoterapia de céincer.

Resultados previos han demostrado la posiblikiad de reallzar una Inmuncterapla
acliva de céncer con la vacuna basada en EGF autélogo (Patents US 5,984,018). De
hecho, se han obtenido evidenclas tanto preciinicas como dlinicas acerca de la
inmunogenicicidad y ia baja toxicidad provocada por la vacunacion con hEGF unido
a una protelna transportadora (Gonziilez y cols,(1096), Vaccine Research 5(4), 233-
243.)

M
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Estudios preclinicos han mostrado que: la inmunizacion de ratones con hEGF en
adyuvante, incremenla la sobrevida de ralones transplanlados con el tumor ascilico
da Edich (TAE) (Gonzalez y cols. (1996 ).Vaccine Researcn 5{(d), 233-243.).

Se reallzé6 una construccion genélica de una proteina de fusién que contiene la
socuencia de! hEGF inserlada enire el aminoacido 45/46 de la P64K. Esla proleina
se usd como inmundgeno en ratones, provocando una respuesta inmune humoral
especifica contra el hEGF con impaclo en el aumenio de sohrevida de animaies
ransplantados con células de TAE. (Gonzalez y cols {1997), Vaccine Research
6(2), 91-100.)

En dos ensayos clinicos pilolos realizados con pacienles con NSCLC, se observd
una tendencia en el aumento de la sobrevida de los pacicnies vacunados cuando se
comparan contra un control histdnco. En los pucivites con altiy raspuesta sérico
contra el hEGF se observd un marcado mcremento vn la solievida (Gonzalez y
cols.(1888), Annals of Oncology 9, 1-5.).

En sentido general la vacunacion con EGF 1o genera una respuesia de anlicuerpos
especificos conira el TGFu. Sin embargo existen evidencias que la vacunaciéon con
un preparado inmunogénico gue conliene TGFu en el modefu murino genera un
nivel de anticuerpos anti-EGF solamente en algunos ra.ones. Dicha respuesta en
algunos casos es capaz de bloquear la unidn EGF a su receplor en un ensayo in
vitro, sin embargo los niveles de anlicuerpos anti-EGF oblenidos no son suficienles
para generar una respuesia de inmunocastracion dei EGF con impaclo en la
respuesta antitumoral.

Debido a que la accién de cada uno de eslos dos faclores de crecimiento es
diferente en cada tumor y/o entre el lumor prinario y sus metaslasis, una vacuna
que combine los dos ligandos principales del EGF-R, TGF.. y EGF, tendria un efecto
antitumoral superior en los tumores de origen epitelial, ¢n sentive yeneral.

Hasta el momento no existe ninguna terapia cunocida quc involucre la ulilizacion de
un preparado vacunal que contenga TGFu humano (WTGFw) o cualquier derivado
del mismo, o una combinacion de éste con otro ligando del EGF-R, EGF, en la
inmunoterapia acliva de cancer.

Divulgaclén de la invenclon

La presente invencion provee una composicion vacunal ¢ue contiene TGFa humano

o cualquier derivado de! mismo de cualquier origen. unido genélicamente (prolsina
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de fusién recombinante) 6 acoplado por métodos quimicos a una proteina
transportadora, capez de Inhibir el crecimlento de tumores de origen epitelal, a
través de un efecto de Inmunocastracién, sin efeclos colaterales de importancia.
También provee de una composicion vacunal que contiene una combinacion de
hTGFa o cualquier derivado con hEGF o cualquier derivado unidos a una proteina
transportadora.

La composicién vacunal puede ser utllizada en el tratamiento de tumores de origen
epitelial dependienies de TGFa 6 TGFa/EGF, o en cualquler otra enfermedad
asociada con el TGFa tales como la psoriasis (Kepp, A (1893) J Dermatol Sdi ,
Jun;5(3):133-42).

En la espacificacion de TGFa, se incluye cualquier fragmento y/o derivado del TGFa
que fenga propledades inmunolégicas y/o efecios samejantes a la molécula original.
Los derivados incluyen, pero no se excluyen otros, sustituciones originaies de
aminoécidos, camblo de aminoécidos sitio especifico que incrementen la estabilidad
yl/o |a actividad, modificaclones quimicas, entre otras.

Mas especificaments la invencién consiste en un preparado vacunal capaz de
provocar una reaccién de inmunocastracion contra el TGFa autblogo, que pueda ser
utiiizado para el tratamlento de clertas enfermedasdes neoplisicas y ofras
enfermedades relacionadas con el TGFa.

Por otra parte dicha invencidn Incluye la utiiizaciin de un preparado vacunal
constituldo por una combinacién de TGFa y EGF, para el tratamiento de neoplasias
malignas que dependan de estos dos factores de crecimiento en el curso de su
patogénesis. .

1- Preparaciones Inmunogénicas:

En |a presents Invancion se utlliza un preparado vacunial que incluye hTGFa unido a
una protelna iransportadora por métodos de Ingenleria genética (prolsina de fusidn
recombinants) o por métodos quimicos de conjugacién. El hTGFe utllizado en
cualquiera de las preparaciones Inmunogénicas se obliene tanto de fuente natural,
recombinante ¢ asintética. Diferenitss proleinas pueden ser ulllizada como
transporiadoras. Como ejemplos de proteinas transportadoras se pueden utlizar:
Toxolde Tetanico, KLH, la proteina P84K de Nelsserla meningitidis, entre otras. Las
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cantidades dptimas de hTGFa en la formulacién vacunal oscilan entre 5 pg y 1000
ug por dosis.

Por otra parie se uliliza un preparado vacunal que contiene una combinacion del
hTGFa con el hEGF (Oficina de Reglstro Nacional de Medicamentos, HEBERMIN
No 12686).

En la especificaclion de TGFa ¢ EGF, se Incluye cualquier fragmento y/o derivado del
TGFa 6 EGF que tenga propiedades inmunoldgicas y/o efectos semejanies a la
molécula original. Los derivados incluyen, pero no se excluyen otros, sustituciones
originales de aminoacidos, cambio de aminoacidos silio especifico que incrementen
la estabilidad y/o ia actividad, modificaciones quimicas, entre otras.

A) Obtencion de la proteina de fusion TGFa-Proteina transportadora por
métodos de Ingenieria genética:

El gen que codifica para el hTGFa (500 pb) se amplifica mediante Ia reaccién en
cadena de la palimerasa (PCR) usando cebadores espe '=0s. El [ragmento de ADN
resultante es digerido y ligado en un sitio de unién especifico a un vector de
expresién en el cual se encuenira clonado el gen que codifica para la proteina
fransportadora, de manera que la proteina resultante incluye una 6opia 0 mas de las
dos moléculas. Se puede ulilizar cualquler vector de expresion tanto de células
superiores -(mamiferos) como Infericres (bacterias o levaduras). E| vector también
puede Inclulr seis histidinas en el extremo N-Terminal de la proteina transportadora.
El pldsmido resullante es verificado por andlisis de restriccion en geles de agarosa,
andlisis de la secuencia de ADN usando la enzima secuenasa 2.0 (Amersham-
USB), y finalmente, andlisis de a produccion de la proteina de fusién en cualiquier
cepa de expresién de Eschericia coli, mediante la lécnica de “Western Blolting®,
usando un anticuerpo menocional especifico contra hTGFa (R&D Sysiem). Para
abtener la protelna se rompen las paredes bacterlanas usando un método de ruptura
fuerte y luego se purifica la proteina por una combinacion de métodos de
precipitacion diferenclal con sulfalo de amonio y meétodos cromatograficos.
Finalmentse, la proleina es filtrada en condiciones estériles y conservada a -20°C o
liofillzada y conservada a 4°C hasta su uso posterior.

B) Obtencién de conjugados quimicos que contiene hTGFa:
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Se obtienen diferentes preparaciones que conillenen hTGFa conjugado con

diferantes protelnas trensportedaras (comt P84K). En principlo se puede ufilizar

cuslquier métado de acoplamlento quimico. Como método quimico preferencial se
utiliza el método que utiliza el agente EMCS desc.ito en la patente norteamericana,

U. S. No. 4,302,386; Lese y cols., 1881.

Attarnativamente, se puede ulllizar el método de conjugacién con glutaraldehido.

Con esie fin, se mezcian estas dos ¢ ires moléculas a una concentraciéon de 1

mg/mL en la solucién final con glutaraldehido al 0.05% (en la solucién total). La

mezcia se incuba 1 hora a temperatura amblente, y se dializa contra una solucién
de PBS 1X/MgCl; 10 mM, con tres cambios de la solucién de dialisls. Finalmente, se
realiza una didlisis confra PBS 1X por ftoda la noche a 4°C. El preparado

Inmunogénico se filtra an condiciones estériles y se aimacena a 4°C hasta su uso.

C) Obtenclién de una vacuna que combine el hTGFa y el hEGF.

La obtenclién de una vacuna que combine los dos principales ligandos del EGF-R

puede reailizarse de diferentas maneras:

1- Unién de las dos vacunas que contienen el hTGFa 0 el hEGF por separado unido
a una proteina transportadora en una relacién 1:1 en el momento de la inyeccion.
Con este fin se pueden utilizar las protelnas de tusion o los conjugados quimicos
de ambas molécuias. Las canfidades Oplimas de hTGFa y hEGF en la
formulacién vacunal oscitan entre 5 ug y 1000 pg por dosls.

2- Obtencién de una construccién genética simiiar a ia descrita en la seccién A que
contenga los dos factores de crecimiento, hTGFa y hEGF o una combinacion de
cualquiera de sus derivados.

3- Obtencién de un conjugado quimico que comenga el hTGFa, hEGF o una
combinacién de cualquiera de sus derdvados y una proteina transportadora
utiitzando la metodologia descrita en la seccién B.

D) Obtencioén de la preparacién inmunogénica:

Para potenciar el efecto inmunogénico deseado de las composliciones vacunales, es
conveniente usar un adyuvante adecuado y seleccionar un modo de administracion
en e cual el preparado vacunal exhiba una alta Inmunogenicidad.

Las composicicnes vacunales referklas en esta Invencién son adyuvadas de dos

maneras especificas
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1} En Al(OH)y formando soluciones acuosas del preparado vacunal adsorbido a este
compuesto. De 5 pg 8 1000 ug de TGFa por dosis de inmundgeno se unen a un
rango entre 2 y 5 mg de A{(OH), y se deja en agitacidn por espacio de'{ hora. La
solucldn final se conserva a 4°C hasta su uso posterior.

2) En adyuvanie Incompleio de Freund que permiten la formacion de emulsiones
acuosas/oleosas u oleosas/acuosas. Las cantidades de inmunogeno y adyuvante
en la composiclon final se encuentran en un rango volumen / volumen de 40/60 a
60/40. Los volimenes dependen de la emulsion final deseada. El adyuvanie se
alade anies de la Inmunizaclén y se agita por un periodo de 10 a 30 minulos. a
temperatura ambiente.

Los volimenes finales de cada inmunogeno cubren el rango adecuado para la ruta

cofrespondients.

En el caso de las vacunas que se conjugan en el momunto de la inyeccion descritas

an la seccién C 1, las dos vacunas adyuvadas como se ha descrito anteriormente se

pueden tanto unir por agitacion e inyeclar o inyectar por separado.

La administracién de las composicionas vacunales se pueden realizar por diversas

rutas; via intramuscular, via subcuténea, via intranasal y via intradérmica.

EJEMPLOS DE REALIZACION.

Ejemplo1: Obtencién del segmento de ADN que cudifica para TGFa maduro

por reacclén en cadena de la polimerasa (PCR) .

A partir de un vector comercial pBluescript KS™ que tiere clonado en un silic ECOR

V la cadena complementaria de ADN (ADNc) de] hTGFu (PSK-TGFu) (CIGB, Cuba)

, 88 amplificd la secuencia de 150 aminoacidos comespondiente al TFGa maduro

(Fig.1) usando los cebadores especificos para el hTGFa maduro.

N-Termminal:5'- GCICTAGAAGTGGTGTCCCATTTTAATGAC-3° (Subrayado

secuencia de corle de /a enzima de restriccion Xbal)

C-Temninal: 5°-CGGAATTCGCCAGGAGGTCCGCATGCTCAC-3°  (Subrayado,

secuencia de corte de la enzima de restriccion EcoRl)

Brevements, Se utilizaron 200 ng de! PSK TGFa en 75 plL de una mezcla que

confiene: 500ng de cada uno’ de los cebadores especificos, una mezcla de

nuclettidos trifosfatos a una concentracién de 200pM cada uno, MgCl; a 25 mM y

100 Unidades de la enzima Taq Polimerasa (Promiega) en solucién tampon
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suministreda por Promaga. Se realizaron 30 ciclos de desnaturalizacion (1 minuto a
g4°C), hibridacién (1 minulo a 60°C), y extensién (30 segundos a 72°C). Al primer
cicio se antacedié un lempo de desnaturalizecién de 4 minutos, y después det Gitimo
cicio, se flevo a cabo una extension de 2 minutos.

E! producio dal PCR se separd por electroforesis en geles de agarosa de bajo punto
de fusiétn y el segmenio génico amplificado ee pufica segin procedimientos
convencionales de extraccién con fenol y se somele a una digestion enzimética
doble usando las enzimas Xba | y EcoR | (NEB, USA). De esla forma queda
preparado el segmento génico que codlfica para el TGFa maduro.

EJempio 2: Obtenclén del vector de expresién de la proteina fuslonada TGFa-
P84K.

Se utiiiz6 el veclor de exprasion pM 82 (CIGB, Cuba) que contiene el gen IpdA que
codifica para la proieina de Neisserla meningitidis P64K (cepa B385) bajo el
promotor del operdn de triplofano de E. coll (ptrp) y el terminador transcripcional de
fago (tT4). El pM 92 conflere resistencia a los antibiéticos ampicllina y kanamicina.
Se transforma una cepa de E. coli Dam- {GC-366) con el vector pM92 y se purlficd

el ADN plasmidico utizando un Juego de reactivos cumerciales (Quiagen) segin las
recomendaciones de los fabricantas. El vector PM 92 se digirié y se purificé a partir
de geles de agarosa de bajo punto de fusién Seguidamente se unié el vector PM92
con el ADNc correspondiente al hTGFa maduro anter.omente preparado, usando la
enzima T4 {igasa (Glbco BRL). El plésmido resultante pMTGF codifica para la
proteina de fusién que contiene el h-TGFa Insertado entrs el aminoacido 45/46 de la
P64K. Ests pidsmido recombinante fue verificado por andlisls de restdecién en
geles de agarosa, andlisls de la secuencia de ADN secuenasa 2.0 (Amersham-USB
), y finalmente, andlisis de ia expresién de la proteina de fusién en la cepa MM299
de E. coll, mediants la técnice de "Westem Blofting® usando un anticuefpo
monocional especifico contra h-TGFa ( R&D System). La figura 2 muestra un
esquema del proceso de obtencién del vector de oxpresién pMTGF qué codlifica
para la proteina de fuslén TGFa-P84K.

Ejemplo 3: Obtencién del vector de expreslén de Ja proteina fuslonada TGFa-
P64K con sels histidinas en el extremo N-Terminal { pMHIsTGFa).
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E! vector de expresién pMHisTGFa se construyd sigulendo el mismo profocolo
descrito en el ejemplo anterior utliizando como vector el PM224, que incluye un
segmento codiflcante para seis histidinas en el extremo N-terminal de la P64K. La
inclusién de un segmento que codifica para seis histidinas presenta ventajas en la
purificacién de la proteina por afinidad del mismo a quelatos melalicos.

Ejemplo 4: Purificacién de la proteina de fusion TGFa-PG4K,

Se cultivaron bacterias de E. coli (cepa MM289) que expresan la proleina de fusion
TGFa-P84K en medio de cultivo LBA (Triptona 10 g/L, Extracto de Levadura 5g/L,
NaCl 10 g/l. y 50 mg/L de ampicillina) por 10 horas a 37°C. Después de la
recoleccién de las células, odos los pasos fueron realizados de 0-4°C. La ruptura de
la bacteria s'a realizé utilizando una prensa francesa a 1500 kg/cm?, y se removid la
fraccion insoluble medianie centrifugacién a 11,000xg por 30 minulos. Como primer
paso de purificaclén se llevo a cabo una precipitacion al 40% de sulfato de amonio,
que removié algunas de las proleinas conlaminantes de E. coli. El precipilado
resultante fue removido mediante centrifugacién a 11,000 xg, 4°C, por 30 minutos. El
sobrenadante fue fraccionado medianle cromatografia de interacciones hidroftbicas
(TSK-butl, Pharmacia, Sweeden), con un gradiente decreciente de sulfato de
amonio del 40% al 0% en tampén Tris-Cl, pH= 7.2, que contiene 0.15M de cloruro de
sodlo. Seguidamente la muestra resultanle se someli® a una cromatografia de
exclusién molecular en una columna G200 (Pharmacia } equilibrada con PBS 1X,
mostrando un nivel de pureza del 95%. La concentracion de proteinas se determina
usando el mélodo de Lowry y cois { (1951)).Biol.Chem. 191, 485-498). La
caracterizacion de la proteina fusionada se llevo a cabo mediante la técnica de
*Westam Blotling” , usando anticuerpos especificos conira P64K y TGFa.

Elemplo 5: Purificacién de ia proteina de fusién HisTGFa-P64K.

Se cultivaron bacterias de E. coli (cepa MM299) que expresan la proleina de fusion
HisTGFa-P64K en medio de cullivo LBA (Triplona 10 g/L, Extracto de Levadura
5g/L, NaCl 10 g/L y 50 mg/L de ampicillina) por 10 horas a 37°C. Después de la
recoleccidn de las células, todos los pasos fueron realizados de 0-4°C. La ruptura de
la bacteria se reallza utilizando una prensa francesa a 1500 kg/cm?, y se remueve la
fraccién insoluble mediante centrifugacién a 11,000xg por 30 minutos. Como primer
paso de purificaclén se Heva a cabo una preclpilacién al 40% de sullalo de amonio,
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que remueve aigunas de las protelnas contaminantes de E. coll. El precipitado
resultante fue removido medlante centrifugacién a 11,000 xg, 4°C, por 30 minutos. E!
sobrenadants fue fraccionado mediante cromatografia de Intaracciones de afinidad
por quelatos metélicos (Chelating Sepharose Fust Flow, Pharmacia, Sweeden),
debido a la presencia de ssis histidinas en ia proleina, con un gradiente creclsnts de
Imidazol de 25 mM a S00 mM en tampén Tris-Cl, pH= 5.5, que conllene 0.5 M de
coruro de sodio. Seguidaments [a muestra resultante se sometid a una
cromatografia de exclusién molecular en una colur:na G25 (Pharmacia ) equllibrada
con PBS 1X para eliminar las sales, mostrando un nivel de pureza del 95%. La

. cohcentracién de proteinas se determind usaendo el método de Lowry y cols (

(1851)J.Blol.Chem. 191, 495-468). La caracterizacién de la proteina fusionada se
flevb a cabo mediante ia técnica de *Westen. Blolting”, usando anticuerpos
especificos contra P84K y TGFa.

Ejemplo 6: Reconocimlento de la protsina recumbinanta TGFa-P64K por un
anticuerpo monoclonal {AcM) especifico por el hTGFe

Con el objetivo de determinar sl el TGFa podia ser reconocido por un AcM  enii-
hTGFa comercial {Calblochem) en el contexto de la proteina fusionada, realizamos
la técnica de “"Western Blotting". Se reallzd una electroforesis en geles de
poliacriiamida utilizando 25 pg de las proteinas EGF-P84K, TGFa-P84K 6 P84K por
duplicado y lusgo fueron transferklas a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm
segin los procedimientos convencionales. Despuds de la transferenca ias
membranas se Incubaron con una solucidn bloqueadora de TBS 1X mas 5% de
leche descremada por toda la noche a 4 °C, Luego de un breve lavado con TBS 1X-
Tween 20 (0.05%), las membranas se Incubaron , una replica con un anticuerpo
anti-P64K (1/ 500) (Fig.3A ) y la otra con un AcM ani-TGFa (1/100) (Fig.3B ) por dos
horas a temperatura amblente. Seguldamente se realizaron tres lavados con la
misma solucién y se incubaron las membriaas con un antisuero ant-
inmunogiobulinas totales de ratén 1/1000 conjugadc con fosfatasa alcalina por una
hora en iguales condiclones. Finalmente se le afladid 0.004 g de sustrato Fast Red (
Sigma) en tampén Tris-Cl 0.1 M pH=8.2 que contione 0.004 g de Naphtol AS-MX
Fosfato (Sigma) y 400 pl de NNDimetll Formamida en 20 mL. La reaccitn se
detuvo con lavados iguales a los desciios con anterioridad. Se observd un
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reconocimiento especifico del AcM anti-hTGFa por la proteina TGFa-P64K (Fig. 3).
Los resultados obienidos demuesiran que el TGFa en la proteina de fusibn mantiene
una estructura capaz de ser reconocida por un anticuerpo especifico.

Ejemplo 7: Obtencién de un conjugado quimico hTGFa-P64K.

Se mezcid un milllitro de TGFa en PBS/MgCl; 10 mM a una concentraclén de 2
mg/mL con un mililitro de P64K a 2 mg/mL en el mismo solvaente. Se afadié 0.2 mL
de glutaraldehido el 0.8% para una concentracién final de 0.05%. La mezcla se
incubd 1 hora a tsmperatura ambiente, y se dializ6 conira una solucidon de PBS
1X/MgClz 10 mM, con tres cambios de la solucién de diilisis. Finaimente, se realizd
una dialisis contra PBS 1X por toda la noche a 4°C. El preparado inmunogénico se
filtrd en condiclones astériles y se almacend a 4°C hasta su uso.

Ejemplo 8: Obtencién de una proteina de fuslén entre el hTGFa, hEGF y
P64K.

El gen que codlfica para el hEGF (150 pb)} se amplifica mediante PCR a partir del
plasmido pBEF 10 que contiene al hEGF completo clonado en el sitio EcoR V del
vector comerclal pBluescript SK Il (Stragene). El ADN obtenido de asta manera se
une al vecior pMHIsTGFa en un sitlo Bam HI que se encuentra en el final del
extremo C-terminal de la P64K utilizando la metodologia descrita en el ejemplo 2.
De esta manera se obtlene el vector pMTGFo-EGF que codifica para la proteina de
fusién TE-P64K

EJemplo 8: Obtenclon de un conjugado quimico hTGFa-hEGF-P64K.

Se mezci6é un miillitro de hTGFa en PBS/MgClz 10 mM a una concentracién de 3
mg/mL con un millitro de hEGF a 3 mg/mL y P84K a 3 mg/mL en el mismo solvente.
Se afladi6 0.6 mL de glutaraldehido al 0.5% para una concentracién final de 0.05%.
La mezcla se Incubd 1 hora a temperatura ambiente, y se dializd contra una
solucién de PBS 1X/MgCl; 10 mM, con tres cambios de la solucion de didlisis.
Finalmente, se reallzd una didlisis contra PBS 1X por toda la noche a 4°C. El
preparado Inmunogénico se filtré en condiciones estériles y se almacend a 4°C hasta
8U USO.

Ejemplo 10: Preparacion de formulaciones que conticnen hTGFa.

Los diferentas preparados inmunogénicos descrilos en los ejemplos 2, 3, 7, 8 y 9 se
mezclaron con AI{OH); 6 Monlariide 1SA 51 segin se describe an la descripcion
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detallada de la Invend6n. Se utliizaron cantidades que equivalen a 50 ug de hTGFa
en todos los preparados y 50 pg de hTGFa y hEGF, en & caso de las vecunas
combinadas descritas en los ejempios 8 y 9. S ulillzé 2mg de Al(OH)y por cada
preparado de proteina fusionada o conjugado quimico de hTGFa & hEGF que
contiene 50 pg equivaientes de cada factor de crecimiento respectivamente.
EJempio 11: Preparacién de una vacuna combina.la que contlene Ia protelna
TGFa/P64K y |a protelna EGF/P&4K.

Se mezclaron 0.6 mg de cada una proteina, io que equivale a 50 pg de cada uno de
los dos factores de crecimiento, en un volumen total e 0.5 mL y se unlé con igual
volumen de Montanide ISA 51 y se agitd 10 minutos a temperatura amblente antes
de {a Inyeccién.

En el caso de ullizar A{OH), como adyuvante, so mezclaron dos preparados
vacunales que contienen 0.6 mg de proteina cade una de las proisinas entes
mencionadas en 0.5 mL final adsorbldos en 2 mg de Al(OH)s.

EJemplo 12: Preparacién de una vacuna combinada que contlene un conjugado
quimico TGFa/P64K y EQFIPG4K,

Se mezcid 0.25 mL de un preparado inmunogénico que conilene 50 pg de TGFa
unido a P64K segin lo descrito en el elempio 7 con 0.25 mL de un preparado
inmunogénico de iguales caracteristicas que contiene NEGF y se mezclé con 0.5 mL
de Montanide ISA 51 segin lo descrito en el ajampl? 10, utllizando una jeringullia,
por un periodo de 10 minutos a temperatura ambiente.

En el caso de utilizar Al{OH); como adyuvante, se mezciaron 0.5 mL de cada tno de
los conjugados quimicos antes descritos que contenlan 50 pg de hTGFa y hEGF
respactivamante adsorbidos en 2 mg de Al(OH).

EJemplo 13: Inmunogenicidad de la TGFa-P64K / Adyuvante Incompleto de
Freund (Montanide ISA 51) en el modelo murino.

Con el objetivo de demostrar a inmunogenicidad , ratones de la cepa Balbic,
hambras entre 6-8 samanas fueron inyectados por vie subcuténea con 58 pg (5pg
equivalentes de TGFa), 118ug (10ug) ¢ 0,6 mg (50ug) de la TGFa-P64K en una
proporcién 1:1 con Montanide ISA 51. El inmundgeno se prepard segin lo descrito
en la descripcidn detallada de la Invencién agitdndose por 10 minutos antes de la
Inmunizacién. Cada animal reciblé 4 dosis quincenalus. Se reallzaron exiracciones

2|
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de sangre previo a la primera dosis, una semana después y cada dos semanas a
partir de ese momento. El suero se separd de la sangre extraida de los animales y
se detsrmind el titulo de anticuerpos especificos contra el hTGF mediante la lécnica
de ELISA indireclo.

Brevemente, las placas de ELISA (Coslar) fueron recublerlas con 50ul/pozo de una
golucién de hTGFa a 2.5 pg/mL en tampdn carbonato pH= 7.2 é incubadas toda la
noche a 4°C. Después de tres lavados con PBS 1X-Tween 20 (0.05%), las placas se
bloquearon con una solucién de PBS 1X-Tween 20 (0.05%)-SFT {5%) por 1 hora a
37°C. inmediatamente se afiadleron los sueros de los ralones inmunizados, y se
incubaron por 2 horas a 37°C. Luego de lavar las placas nuevamente, se incubaron
con un anticuerpo de ratdn antl-lnmunoglobulinas totales de ratdn conjugado con
fosfatasa alcalina (Sigma) diluido 1/1000 en PBS 1X-Tween 20 (0.05%)-SFT (5%)
(50uL /pozo) por 1 hora a igual temperatura. Finalmente, luego de volver a lavar las
placas de la misma manera, se afadi¢ el sustralo de la enzima (p-
nitrofeniifosfato(Sigma)) a una concentracién de 1 mg/imL en tampén Dietanolamina

pH=9.8 (50l /poz0). La absorbancia del complejo enzima-sustrato formado se midié
en un lector de ELISA a 405 nm.

En la figura 4 se observa la cinética de la respuesta polivalente de anlicuerpos anti-
hTGFa obtenida en ratones inmunizados con la TGFa-P64K.

Debido a la alla homologla entre el hTGFa y el de rala 6 raton (93%) se puede
considerar que la respuesla generada contra el hTGFa como una respuesla contra
el TGFa antélogo.

EJempio 14: Inmunogenicidad de la TGFa-P64K / Al(OH): en el modelo murino.
Se reallzé un prolocolo de inmunlzacion segin lo descrilo en el ejemplo anterior,
utilizando 2 mg Al{OH); como adyuvanie. El inmundgeno se preparé segin lo
descrito en la descripclon detallada de la invencibn . Se obtuvieron lilulos de
anticuerpos especificos por TGFa de hasta 1/10000. La lécnica ulilizada para
determinar el titulo de anticuerpos anti-TGFa fue la de ELISA indirecto descrita en el
elemplo 13. '

Ejemplo 45: Distribucién de las subclases de Inmunogliobulinas de isotipo 1gG

en los ratones Inmunizados con la proteina TGFa-P64K / Adyuvante
incompleto de Freund (Montanide ISA 51) en el modelo murino.



Se determind la distribucion de subclases IgG obtenida mediante la técnica de
ELISA Indirecto descrita en el ejemplo 13, uifiizando antisueros especificos contra la
diferentes subclases de IgG mwino conjugados con blotina (Jackson) a una dllucién
de 1/1000 y postariorments el complejo estreptavidina-fosfatasa (1/1000).

5 Se determind la proporcidn de cada una de las subclases de IgG con respecio a la
igG total en el suero de los animales Inmunizados con 50 pg de TGFa en la proteina
fusionada usando la via subcutdnea (Grupo 1) o intramuscular (Grupo 2) sigulendo
el profocolo de Inmunizaclén descrito en el ejemplko 13. En la figura 5 se observa la
distribucion de subclases obtenida. Se obiuvo una mayor proporcion de IgG1 en los

10 dos grupos de ratones utllizados en el estudio.

* Elemplo 16: Determinacién de [a capacidad Je los sueros de los animales
inmunizados con la proteina TGFa-P84K / Adyuvante incompleio de Freund
(Montanide ISA §1) de Inhibir la unién del TGFa1'*mediants Ia técnica de
“radlo receptor assay”(RRA).

15 Con el obletivo da determinar sl los anticuerpos generados en los protocolos de
inmunizacién descriios anteriomente eran capaces de Inhibir la unién del TGFa a su
receptor , se realizd un ensayo /in vitro denominady RRA. En sintesis, los sueros de
los ratones Inmunizados segin se describe en el vjemplo 13 se Incubaron con una
mezcla que incluye 100 pL de membrana de placeinta humana y 20 pl de TGFa-'®

20 ( 100000 cpm) y 330 pL de tampén Tris-Cl 10 mM, MgClx 10 mM y BSA al 1%,
pH=74. El marcaje de TGFa se realiz6 medianie el método de la cloramina T
(Hunter y Greenwood (1962, Nature, 358:485-488). La mezcia se Incubd por 1 hora a
temperatura ambiente y luego se detuvo la reaccién con 1 mi del tampdn antes
mencionados. Finalmenle se centrifugaron los tubos a 1000 rpm por 30 minutos. Las

25 células sedimentadas se lavaron y dejaron secar. La radloactividad se midié en un
contador gamma (Wallac, Finlandia). La calda en los valores de radloactividad
medidos indica la inhibicibn del enlace entre el TGFa y su receptor, deblda a la
accién de los sueros ensayados. Se obtuvo un porclento de inhibicién entre un 50%-
80% en todos los sueros ensayados.
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EjJemplo 17: Determinacién de la respuesta sérica contra el EGF humano
(hEGF) generada por la Inmunizacién con la proteina TGFa-P64K.

Se determind la presencia de anticuerpos antl-EGF en los sueros de los ratones que
mostraron altos titulos de anticuerpos anti-TGFa, mediante la técnica de ELISA
Indirecto previamente descrita. Diluciones de 1/100, 1/1000 y 1/10000 de los sueros
se enfrentaron a placas recubiertas con hEGF (CIGB). En la figura 6 se muesiran
los titulos ant-EGF que mostraron los sueros de los animales inmunizados con la
proteina TGFa-PB4K, como se observa se obtiene respuestia de anticuerpos anti-
EGF solamente an un grupo de ratones inmunizados.

Sin embargo ratones Inmunizados con el conjugado quimico EGF-P64K no
mostraron ningun nivel de respuesta de anticuerpos anti-TGFa.

EJemplo 18: Reconocimiento de tumores humanos /n vitro por un antisuero
policional antl-hTGFa obtenido por la Inmunizacion con la proteina TGFa-
P84K / Adyuvante Incompleto de Freund (Montanide ISA 51).

Se utllizé6 los antisueros policlonales anti-hTGFa obtenidos a partir de la
inmunizacién de ratones con la proteina heterbloga TGFa-P64K en Montanide ISA
51 para determinar ia expresion de TGFa en biopsias de tumores incluidas en
parafina de pacientes vacunados con la vacuna basaba en EGF. En un paciente con
alta respuesia de anticuerpos antl-hEGF, se observd una regresion del tumor
NSCLC. Sin embargo, después se le detectd un segundo tumor de laringe. Blopsias
de estos dos tumores fueron analizadas y se observo una expresion diferencial del
E F y el TGFa on cada una de ellas. En la figura 7 se muestran los valores de
reactividad obtenidos con los diferenles monocionales utllizados. Estos resultados
confirman que mediante la inmunizacién con el preparado vacunal TGFa-P64K se
generan anticuerpos especificos contra el hTGFa capaces de reconocer a esta
molécula en tumores humanos.

Ejemplo 19: Expresién de EGF (ARNm), TGFa (ARNm) y EGF-R (ARNm) en
blopslas de carcinomas de mama

Se exirajo el acido ribonucleico mensajero (ARNm) de biopsias de tumores de
mama utilizando el reactivo TRIZOL (Life technologies) y se convirtlé ADNc
mediante la enzima reverso transcriplasa. El ADNc tolal se sometié a 30 ciclos de
PCR utllizando cebadores especificos para cada una de estas moléculas. Como

ot
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control Intemo se utlllzd un gen de mantenimiento celular presente en todas las
células (GAPDH), E! producio de PCR obienido se separé mediante una
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% Y se visualizé con bromuro de etidio.

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos al utllizar los cebadores
especificos para el EGF, TGFa , EGF-R y GAPDH (Control Intemo) en 22
carcinomas de mama. Solamente se observé EGF ARNm en 1/22 blopsias , sin
embargo se observd una alta expresién de TGFa y EGF-R en la mayoria de las
muestras. La comelacion enltre estas dos moléculas, suglere la iImportancla del lazo
autocrino TGFa/ EGF-R en el crecimiento de este tipo de tumores (Figura 8).

Breve descripcién de las Figuras )

Figura 1: Secuencia genética y aminoac(dica (letras subrayadas en negrita) del h-
TGFa maduro.

Figura 2: Representacion esquemdtica del proceso de obtencidn del vector de
axpresién pMTGFa.

Figura 3: Reconocimiento de la protsina de fusidn TGFa-P64K por anticuerpos
monocionales anti-P84K (A) y ant-hTGFa (B) mediante la técnica de "Westem
Biotting®. Se realizd una SDS-PAGE al 10 % de la P64K (1), EGF-PB4K (2) y
TGFa-P64K (3) y luego se transfiieron las protuinas a una membrena de
nitrocelulosa donde se Incubaron con anticuerpos especificos contra P64K (A) 6
TGFa (B) con el objetivo de caracterizar la protelna fusionada entre el TGFa vy la
PB4K.

Figura 4: Cinética de la respuesta de anticusrpos anti-hTGFa: Los titulos de
anticuerpos especificos contra el hTGFa fueron medidos mediante la técnica de
ELISA indirecto. Los ratones fueron inmunizados con 5 pg (A), 10 pg (B) y 50 pg (C)
de TGFa-equivalente en la proteina TGFx-P64K en Muntanide ISA 51. Las abscisas
representan los dias en que se obiuviaron las mueslras de suero de cada ratn
individual y las ordenadas el reciproco de los titulos du anticuerpos alcanzados. Los
dla de Inmunizacién se sefialan con flechas en el grifico A (Dia 0, 14, 28 y 42).
Figura §: Distribucion de subclases de los anticueipos inducidos a partir de la
inmunizacién con 50 ug de TGFa-equivalents en la proteina fusionada. Comparacién
de la proporcion de subclases de IgG en la respuesta ds anticuemos inducida con la
inmunizacién de la proleina TGFa-P64K por via subcutdnea (1) 6 intramuscular (2).
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Los valores de desviacion eslandar se muestran en la figura para cada uno de los
grupos de 5 animales inmunizados.

Figura 6: Respuesia de anticuerpos especificos por el hEGF en ratones
inmunizados con la proteina de fusion TGFa-P84K. En ia tabla se muestran los
valores del titulo de anticuerpos anti-TGFa y anti-EGF en ratones inmunizados con
TGFa-P84K. _

Figura 7: Determinacién por métodos Inmunohistoquimicos de la presencia de EGF-
R, EGF y TGFa en blopsias de tumores de un paclente vacunado incluido en el
ensayo clinico piloto |l de vacuna EGF. La reactividad diferencial de estas tres
moléculas en el tumor primario de pulmén y de un segundo tumor primario de
laringe que aparecié con posterioridad, se muestran con signos posilivos en la figura.
Figura 8: Expresién de ARNm de EGF, TGFa y EGF-R en 22 carcinomas de
mama. En la figura se muestran los productos de 30 ciclus PCR obtenidos con los
cebadores especificos para cada molécula y visualizados con bromuro de elidio
después de ser separados en geles de abarosa al 1.5%. También se observa la
exprasién de ARNm de GAPDH utilizado como control intemo.

Figura 9: Comelacion entre los niveles de TGFa ARNm y EGF-R ARNm en biopsias
de carcinoma de mama: La intensidad de las bandas obtenidas con bromuro de
etidio se analizd mediante un programa de computacién (imagQuant, Amersham ) .
E! eje de las x mueslra los valores de intensidad para los productos de PCR
utilizando cebadores especlficos para EGF-R entre los oblenidos con GAPDH, para
cada una de las muestras y el eje de las y muestra los mismo pero para el TGFa. Se
observd una corralacion positiva entre la expresion de las dos moléculas, R*= 0.657,
p=0.00121.
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REIVINDICACIONES

Una composicién vacunal capaz de producir una respueata inmune especifica
conira el TGFa autbiogo, caracterizada porque comprende como principlo acfivo
TGFa autélogo o cualquier derivado del misma y un adyuvants apropiado.

Una composicién vacunal :edﬂn la relvindicacién 1, caracterizada porque
comprende TGFa humano recombinante.

Una composicién vacunal capaz segin las relvindicacionas 1 y 2 caracterizada
porque emplea como principlo activo TGFa autélogo solo o en comblinacién con
otros ligandos del EGF-R. '

Una composicidn vacunal capaz segiin las relvindlcaciones de ia 1 a la 3
caracterizada porque el TGFa autdlogo y los ligandos del EGF-R que se emplean
como principlos activos, pueden ser opclonalmente enlazedos a una proteina
transportadora, tanto por conjugacién quimica como genédticamente.

Una composicién vacunal segln la relvindicacién 4, caracterizada porque
comprende la proteina PB4K de Neisserla meningitis como proteina
transportadora. .

Una composicdn vacunal segin la reivindicacién 5, caracterizada porque
comprende como princlplo aclivo un conjugado quimico entre TGFa y P64K de
Nelsserla meningitidis.

Una composicién vacunal segln [a relvindicacion 5, caracterizada porque
comprende como principie aclivo un conjugade quimico entre el TGFa y la
proteina P64K de Nelsserla meningifidis, y adicionalments EGF.

Una composicién vacunal seg(n la reivindicacién 5, caracterizada porque
comprende como principlo aclivo una proteina de fusién recombinanie entre el
TGFa y la proteina P64K de Neisseria meningitidis.

Una composlicién vacunal segin la relvindicacién 8, caractsrizada porque
comprende una proteina de fusidn recombinante entre el TGFa y la P84K de
Nelsseria meninghiidis, la cual presenta una cola de seis histidinas en el extremo
N-terminal de dicha proteina P84K,
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10- Una composicién vacunal segln relvindicacion 9 caracterizada porque
comprende como princlplo activo una proteina de fusibn recombinante entre el
TGFa, la proteina P64K de Neisseria meningilidis y el EGF.

11- Una composicién vacunal seguin las relvindicaciones de la 1 a la 10,
caracterizada porque comprende Adyuvante Incomplelo de Freund como
adyuvante.

12- Una composicidn vacunal segun Ia reivindicaciones de la 1 a la 10, caracterizada
porque comprande Al{OH)y como adyuvants.

13- Método para el control del crecimiento y/o proliferacion celular en tumores de
origen epitellal que expresan TGFa y otros ligandos del EGF-R, caracterizado
porque se emplea la composicién vacunal de cualquiera de las reivindicaclones
delafalai2

14- Método segin la relvindicacion 13 para el tralamiento de fumores como
carcinomas epidermoldes de pulmén, mama, prostata, gastrico, y de ovario
caracterizado porque se emplea la composicion vacunal de cualquiera de las
relvindicaciones de la 1 a la 12,
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COMPOSICION VACUNAL QUE CONTIENE FACTOR DE CRECIMIENTO
TRANSFORMANTE ALFA.

Sector Técnico

La presente invencién esta relacionada con el campo de la inmunologia y la medicina
humana, en particular con un preparado vacunal capaz de provocar una reaccién de
inmunocastracién contra el TGF alfa (TGFa) autblogo, la que puede ser utilizada para
el tratamiento de ciertas enfermedades neoplasicas y otras enfermedades relacionadas
con el TGFa.

Técnica Anterlor

El Factor de Crecimiento Transformante alfa, TGFa siglas en Inglés, es un polipéptido
de 50 aminodcidos, originalmente aislado del medio de cultivo de células transformadas
por retrovirus. En un inicio se defini como una molécula capaz de competir con el
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF, siglas en Inglés) por la unién al EGF-R. Sin
embargo, anticuerpos anti-EGF no fueron capaces de reconocer al TGFa (Todaro et al.
(1976), Nature 264, 26-31), por 1o que desde entonces se conoce que ambos factores
de crecimiento son dos entidades inmunoldgicamente diferentes.

El TGFa forma parte de la familia del EGF, que esta constituida por proteinas
relacionadas estructural y funcionalmente. Los ofros miembros de esta familia son:
EGF, anfiregulina (AR), criptol (CR1), factor de crecimiento enlazador de heparina,
betacelulina, epiregulina. Por otra parte la familia de los poxvirus incluye proteinas
relacionadas con el EGF, dentro de ellas la mas caracterizada es el factor de

crecimiento de vaccinia virus (VGF).
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Todas estas moléculas son capaces de unirse y activar al EGF-R, asl que son
conocidas como ligandos del mismo y juegan un papel importante en el crecimiento de
células normales y neoplasicas en menor o mayor grado.

El EGF-R es una glicoproteina de 170 kD aproximadamente, cuyo gen ha sido clonado
y secuenciado. El dominio intracelular de este receptor esta asociado con la actividad
de proteinas tirosinas quinasas que muestran homologfa estructural con el producto del
oncogen v-erb-B, lo que muestra una relacién con el proceso de transformacién maligna
(Heldin C.H. (1984), Cell 37, 89-20.)

El TGFa es sintetizado en forma de un precursor de membrana (pro-TGFa), de 180
aminoécidos y mediante proteolisis enzimética se libera una proteina soluble de 150
aminoécidos aproximadamente, el TGFa maduro.

El TGFa humano (hTGFa) muestra un 43% de identidad en la secuencia aminoaclidica
con el EGF humano (hEGF) y un 93% con el TGFa de ratdn 6 rata. Ademas sus
efectos biolégicos no son especie especificos.

El trabajo de muchos laboratorios ha documentado la habilidad del TGFa de regular la
proliferacion, migracién y diferenciacion de células en cultivo (Carpenter y Wahl. (1990),
Springer-Verlag, Berlin, pp.68-171.)

El TGFa es el ligando del EGF-R mas expresado. Se expresa en tejidos nommales
durante la embriogénesis y en tejidos adultos normales y tumorales. Sin embargo, no se
observan defectos patolégicos mayores en ratones TGFa “Knock-out” y estos ratones
son viables y fértiles ( Bruce Mann y cols.(1993), Cell, 73, 248-261.).

En el proceso de tumorigénesis, la desregulacidn de los procesos paracrinos y
autocrinos de activacion del EGF-R, estd dada tanto por la sobreproduccién de los

factores de crecimiento como por la sintesis elevada y/o la mutacién de sus receptores.
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En tumores de origen epitelial se han detectado altos niveles de EGF-R y en muchos
casos, la sobrexpresion de este receptor constituye un indicador de mal prondstico.

La induccién de TGFa es un evento frecuente en la transformacién neoplédsica. De
hecho, se han realizado numerosos estudios que muestran la sobrexpresién de esta
molécula en tumores epiteliales de distintas localizaciones, que incluyen, mama,
pulmén, cerebro, higado, prostata, vejiga, tracto gastrointestinal, colon, recto, tejido
reproductivo (ovario) y endocrino, enire otros.

Aunque el mecanismo de induccidn de tumorigenicidad por el TGFa es adn
desconocido, si existen algunos reportes que cormrelacionan la sobrexpresién de este
factor de crecimiento con el grado del tumor, la sobrevida de pacientes y otros
marcadores tumorales. Algunos investigadores han demostrado su relacién con otros
oncogenes como c¢c-myc en hepatocarcinomas, ademéas constituye un blanco del gen
supresor de tumores (VHL) (Sumarizado en Lee y cols. (1996), Growth Factors and
Cytokines in Health and Disease, Volume 1B, 277-318.).

Aunque el TGFx y el EGF se unen al mismo receptor con afinidades comparables,
generaimente el TGFa es més potente que el EGF, y en algunos contextos, sus efectos
se han descrito como mas fuertes y/o mas prolongados ( Barrandon and Green (1987),
Cell 50, 1131-1137). Se ha reportado que en el caso de la internalizacién del complejo
TGF/EGF-R, tanto el TGFa como el EGF-R son preferiblemente reciclados a la
superficie mientras cuando el complejo EGF/EGF-R es internalizado en el mismo tipo
celular, los dos componentes son eficientemente degradados (Ebner y Derynck (1991),
Cell Regul.2,589-812), lo que sugiere que las diferencias en la actividad biolégica puede
estar dada por diferencias en los mecanismos que ocurren en el interior celular. Por otra
parte el TGFa es un factor angiogénico mas potente que el EGF (Schreiber y

cols.(1988), Science 232, 1250-1253.)
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En cuanto a la expresién en tumores, aun cuando hay evidencias de la presencia del
precursor de EGF en membranas de algunos tumores epiteliales, el TGFa es
expresado por una mayor cantidad de tumores del mismo origen, y se plantea que su
accién, a diferencia del EGF, es principaimente mediante la formacién de un lazo
autocrino con el EGF-R. Por otra parte, resultados obtenidos indican que en biopsias de
tumores epiteliales de algunos tipos, se observa la presencia de TGFa y no EGF
(carcinoma ductal de mama, laringe), mientras otros tumores presentan mas EGF que
TGFa (cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC). Estos resultados sugieren
que los factores de crecimiento pueden tener impactos diferentes en la biologla tumoral
de la célula neoplasica blanco.

Todas las evidencias acumuladas en estos afios acerca de la relacién entre el sistema
EGF-R/ EGF-R ligandos y el cancer, convierten al mismo, en un blanco muy atrayente
para la inmunoterapia de céncer.

Resultados previos han demostrado la posibilidad de realizar una inmunoterapia activa
de céncer con la vacuna basada en EGF autblogo (Patente US 5,984,018). De hecho,
se han obtenido evidencias tanto preclinicas como clinicas acerca de la
inmunogenicicidad y la baja toxicidad provocada por la vacunacién con hEGF unido a
una proteina transportadora (Gonzalez y cols.(1998), Vaccine Research 5(4), 233-243.)
Estudios preclinicos han mostrado que la inmunizacién de ratones con hEGF en
adyuvante, incrementa la sobrevida de ratones transplantados con el tumor ascitico de
Erich (TAE) (Gonzalez y cols. (1996 ),Vaccine Research 5(4), 233-243.).

Se realizd una construccién genética de una protelna de fusién que contiene la
secuencia del hEGF insertada entre el aminoécido 45/46 de la P64K. Esta proteina se
usé como inmunégeno en ratones, provocando una respuesta inmune humoral

especifica contra el hEGF con impacto en el aumento de sobrevida de animales
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transplantados con células de TAE. (Gonzdlez y cols (1997), Vaccine Research 6(2),
91-100.)

En dos ensayos clinicos pilotos realizados con pacientes con NSCLC, se observé una
tendencia en el aumento de la sobrevida de los pacientes vacunados cuando se
comparan.eontm un control histérico. En los pacientes con alta respuesta sérica contra
el hEGF se observd un marcado incremento en la sobrevida (Gonzélez y cols.(1998),
Annals of Oncology 8, 1-5.).

En sentido general la vacunacién con EGF no genera una respuesta de anticuerpos
especificos contra el TGFa. Sin embargo existen evidencias que la vacunacién con un
preparado inmunogénico que contiene TGFa en el modelo murino genera un nivel de
anticuerpos anti-EGF solamente en algunos ratones. Dicha respuesta en algunos casos
es capaz de bloquear la unién EGF a su receptor en un ensayo in vitro, sin embargo los
niveles de anticuerpos anti-EGF obtenidos no son suficientes para generar una
respuesta de inmunocastracion del EGF con impacto en la respuesta antitumoral.
Debido a que la accién de cada uno de estos dos factores de crecimiento es diferente
en cada tumor y/o entre el tumor primario y sus metdstasis, una vacuna que combine
los dos ligandos principales del EGF-R, TGFa y EGF, tendria un efecto antitumoral
superior en los tumores de origen epitelial, en sentido general.

Hasta el momento no existe ninguna terapia conocida que involucre la utilizacién de un
preparado vacunal que contenga TGFa humano (hTGFa) o cualquier derivado del
mismo, o una combinacion de éste con otro ligando del EGF-R, EGF, en la
inmunoterapia activa de cancer.

Divuigacién de la invenclén

La presente invencién provee una composicién vacunal que contiene TGFa humano o

cualquier derivado del mismo de cualquier origen, unido genéticamente (protelna de
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fusion recombinante) 6 acoplado por métodos quimicos a una proteina transportadora,
capaz de inhibir el crecimiento de tumores de origen epitelial, a través de un efecto de
inmunocastracién, sin efectos colaterales de importancia. También provee de una
compasicién vacunal que contiene una combinacién de hTGFa o cualquier derivado con
hEGF o cualquier derivado unidos a una protelna transportadora.

La composicién vacunal puede ser utilizada en el tratamiento de tumores de origen
epitelial dependientes de TGFa 6 TGFo/EGF, 0 en cuaiquier otra enfermedad asociada
con el TGFa tales como la psoriasis (Kapp, A (1893) J Dermatol Sci , Jun;5(3):133-42).

En la especificacién de TGFa, se incluye cualquier fragmento y/o derivado del TGFa
que tenga propiedades inmunolégicas y/o efectos semejantes a la molécula original.
Los derivados incluyen, pero no se excluyen otros, sustituciones originales de
aminoacidos, cambio de aminoécidos sitio easpecifico que incrementen la estabilidad y/o
la actividad, modificaciones quimicas, entre otras.

Mas especificamente la invencion consiste en un preparado vacunal capar de provocar
una reaccién de inmunocastracién contra el TGFa autblogo, que pueda ser utilizado
para el tratamiento de ciertas enfermedades neoplasicas y otras enfermedades
relacionadas con el TGFa.

Por otra parte dicha invencién incluye la utilizacién de un preparado vacunal constituido
por una combinacién de TGFa y EGF, para el tratamiento de neoplasias malignas que
dependan de estos dos factores de crecimiento en el curso de su patogénesis.

1- Preparaciones inmunogénicas:

En la presente invencién se utiliza un preparado vacunal que incluye hTGFa unido a
una proteina transportadora por métodos de ingenierla genética (proteina de fusion
recombinante) o por métodos quimicos de conjugacién. E! hTGFa utilizado en

cualquiera de las preparaciones inmunogénicas se obtiene tanto de fuente natural,
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recombinante &6 sintética. Diferentes proteinas pueden ser utilizada como
transportadoras. Como ejempios de proteinas transportadoras se pueden utilizar:
Toxoide Tetanico, KLH, la protelna P84K de Neisseria meningitidis, entre otras. Las
cantidades 6ptimas de hTGFa en la formulacién vacunal oscilan entre 5 pg y 1000 pg
por dosis.

Por otra parte se utiliza un preparado vacunal que contiene una combinacién de! hTGFa
con el hEGF (Oficina de Registro Nacional de Medicamentos, HEBERMIN No 1268).

En la especificacion de TGFa ¢ EGF, se incluye cualquier fragmento y/o derivado del
TGFa 6 EGF que tenga propiedades inmunolégicas y/o efectos semejantes a la
molécula original. Los derivados incluyen, pero no se excluyen otros, sustituciones
originales de amino#cidos, cambio de aminoécidos sitio especlfico que incrementsn la
estabilidad y/o la actividad, modificaciones quimicas, entre otras.

A) Obtenclén de la proteina de fusién TGFa-Proteina transportadora por métodos
de Ingenieria genética:

El gen que codifica para el hTGFa (500 pb) se amplifica mediante la reacciébn en
cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores eapecificos. El fragmento de ADN
resultante es digerido y ligado en un sitio de unién especifico a un vector de expraesion
en el cual se encuentra clonado el gen que codifica para la protelna transportadora, de
manera que la proteina resultante incluye una copia 0 mas de las dos moléculas. Se
puede utilizar cualquier vector de expresion tanto de células superiores (mamiferos)
como inferiores (bacterias o levaduras). El vector también puede incluir seis histidinas
en el extremo N-Temminal de la protelna transportadora. El pldsmido resultants es
verificado por andlisis de restriccién en geles de agarosa, andlisis de la secuencia de
ADN usando la enzima secuenasa 2.0 (Amersham-USB), y finaimente, analisis de la

produccion de la protelna de fusion en cualquier cepa de expresién de Eschericia coli,
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mediants la técnica de "Western Blotting”, usando un anticuerpo monoclonal especlfico
conta hTGFa (R&D System). Para obiener la protelna se rompen las paredes
bacterianas usando un método de ruptura fuerte y luego se purifica la proteina por una
combinacién de métodos de precipitacion diferencial con sulfato de amonio y métodos
cromatograficos. Finalmente, la proteina es filtrada en condiciones estériles y
conservada a -20°C o liofilizada y conservada a 4°C hasta su uso posterior.
B) Obtenclién de conjugados quimicos que contiene hTGFa:
Se obtienen diferentes preparaciones que contienen hTGFa conjl.lgado con diferentes
proteinas transportadoras (como P84K). En principlo se puede utilizar cualquier método
de acoplamiento quimico. Como método quimico preferencial se utiliza el método que
utiliza el agente EMCS descrito en ia patente norteamericana, U. S. No. 4,302,3886; Lee
y cols., 1981.
Alternativamente, se puede utilizar el método de conjugacién con glutaraldehido. Con
este fin, se mezclan estas dos 4 tres moléculas a una concentracion de 1 mg/mL en la
solucién final con glutaraldehido al 0.05% (en la solucién total). La mezcla se incuba 1
hora a temperatura ambients, y se dializa contra una solucién de PBS 1X/MgCh 10
mM, con tres cambios de la solucién de didlisis. Finalmente, se realiza una didlisis
contra PBS 1X por toda la noche a 4°C. El preparado inmunogénico se filtra en
condiciones estériles y se almacena a 4°C hasta su uso.
C) Obtencién de una vacuna que combine el hTGFa y el hEGF.
La obtencién de una vacuna que combine los dos principales ligandos del EGF-R puede
realizarse de diferentes maneras:
1- Unibn de las dos vacunas que contienen el hTGFa o el hEGF por separado unido a
una proteina transportadora en una relacién 1:1 en el momento de la inyeccién. Con

este fin se pueden utilizar las protelnas de fusién o los conjugados quimicos de
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ambas moléculas. Las cantidades éptimas de hTGFa y hEGF en la formulacién
vacunal oscilan entre 5 ug y 1000 pg por dosis.

2- Obtencion de una construccién genética similar a la descrita en la seccién A que
contenga los dos factores de crecimiento, hTGFa y hEGF o una combinacién de
cualquiera de sus derivados.

3- Obtenciébn de un conjugado quimico que contenga el hTGFa, hEGF o una
combinacién de cualquiera de sus derivados y una proteina transportadora utilizando
la metodologia descrita en la seccion B.

D) Obtencién de la preparacién Inmunogénica:

Para potenciar el efecto inmunogénico deseado de las composiciones vacunales, es
conveniente usar un adyuvante adecuado y seleccionar un modo de administracién en
el cual el preparado vacunal exhiba una alta inmunogenicidad.

Las composiciones vacunales referidas en esta invencién son adyuvadas de dos

maneras especificas

1) En Al(OH); formando soluciones acuosas del preparado vacunal adsorbido a este
compuesto. De 5 pg a 1000 pg de TGFa por dosis de inmundgeno se unen a un
rango entre 2 y 5 mg de AI(OH)s y se deja en agitacién por espacio de 1 hora. La
solucién final se conserva a 4°C hasta su uso postsrior.

2) En adyuvante incompleto de Freund que permiten la formacion de emulsiones
acuosas/oleosas u oleosas/acuosas. Las cantidades de inmundgeno y adyuvante en
la composicion final se encuentran en un rango volumen / volumen de 40/80 a 60/40.
Los volimenes dependen de la emulsién final deseada. El adyuvante se afiade
antes de la inmunizacidbn y se agita por un periodo de 10 a 30 minutos, a

temperatura ambiente.
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Los volimenes finales de cada inmunédgeno cubren el rango adecuado para la ruta
comrespondients.

En el caso de las vacunas que se conjugan en el momento de la inyeccién descritas en
la seccién C 1, las dos vacunas adyuvadas como se ha descrito anteriormente se
pueden tanto unir por agitacién e inyectar o inyectar por separado.

La administracion de las composiciones vacunales se pueden realizar por diversas
rutas: via intramuscular, via subcutdnea, via intranasal y via intradémica.

EJEMPLOS DE REALIZACION.

Ejemplo1: Obtencién del segmento de ADN que codifica para TGFa maduro por
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) .

A partir de un vector comercial pBluescript KS* que tiene clonado en un sitio ECOR V [a
cadena complementaria de ADN (ADNc) del hTGFa (PSK-TGFa) (CIGB, Cuba) , se
amplificé la secuencia de 150 aminoécidos comespondiente al TFGa maduro (Fig.1)
usando los cebadores especificos para el hTGFa maduro:

N-Terrminal:.5- GCICTAGAAGTGGTGTCCCATTTTAATGAC-3" (Subrayado ,

secuencia de corle de la enzima de restriccién Xbal)

C-Terminal: 5-CGGAATTCGCCAGGAGGTCCGCATGCTCAC-3 (Subrayado,
secuencia de corle de la enzima de restriccién EcoRl)

Brevemente, Se utilizaron 200 ng del PSK TGFa en 75 ulL de una mezcla que contiene:
500ng de ch uno de los cebadores especlficos, una mezcla de nucleédtidos trifosfatos
a una conceniracién de 200uM cada uno, MgCl: a 25 mM y 100 Unidades de la enzima
Taq Polimerasa (Promega) en soluciébn tampén suministrada por Promega. Se
realizaron 30 ciclos de desnaturalizacién (1 minuto a 94°C), hibridacién (1 minuto a

60°C), y extensién (30 segundos a 72°C). Al primer ciclo se antecedié un tiempo de
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desnaturalizacion de 4 minutos, y después del Gltimo ciclo, se llevo a cabo una
extension de 2 minutos.

El producto del PCR se separd por electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de
fusion y el segmento génico amplificado se purifica seglin procedimientos
convencionales de extracciébn con fenol y se somete a una digestion enzimatica doble
usando las enzimas Xba | y EcoR | (NEB, USA). De esta forma queda preparado el
segmento génico que codifica para el TGFa maduro.

Ejemplo 2: Obtencién del vector de expresién de la proteina fusionada TGFa-
P64K.

Se utilizd el vector de expresion pM 892 (CIGB, Cuba) que contiene el gen IpdA que
codifica para la proteina de Neisseria meningitidis P64K (cepa B385) bajo el promotor
del operdn de triptofano de E. coli {ptrp) y el terminador transcripcional de fago (tT4). El
pM 92 confiere resistencia a los antibidticos ampicillina y kanamicina. Se transforma
una cepa de E. coli Dam- (GC-366) con el vector pM92 y se purificé el ADN plasmidico
utilizando un juego de reactivos comerciales (Quiagen) segin las recomendaciones de
los fabricantes. El vector PM 92 se digirié y se purificé a partir de geles de agarosa de
bajo punto de fusién Seguidamente se uni® el vector PM92 con el ADNc
correspondiente al hTGFa maduro anteriormente preparado, usando la enzima T4
ligasa (Gibco BRL). El pldsmido resultante pMTGF codifica para la proteina de fusién
que contiene el h-TGFa insertado entre el aminodcido 45/48 de la P84K. Este
plasmido recombinante fue verificado por andlisis de restriccién en geles de agarosa,
andlisis de la secuencia de ADN secuenasa 2.0 (Amersham-USB ), y finaimente,
andlisis de la expresion de la protelna de fusion en la cepa MM299 de E. coli, mediante

la técnica de "Westem Blotting" usando un anticuerpo monocional especifico contra h-
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TGFa ( R&D System). La figura 2 muestra un esquema del proceso de obtencién del
vector de expresion pMTGF que codifica para la proteina de fusién TGFa-P84K.
Ejemplo 3: Obtencién del vector de expresién de la proteina fusionada TGFa-
P64K con seis histidinas en el extremo N-Terminal ( pMHIsTGFa).

El vector de expresién pMHisTGFa se construyd siguiendo el mismo protocolo descrito
en el ejemplo anterior utilizando como vector el PM224, que incluye un segmento
codificante para seis histidinas en el extremo N-terminal de la P84K. La inclusién de un
segmento que codifica para seis histidinas presenta ventajas en la purificaciéon de la
protelina por afinidad del mismo a quelatos metélicos.

Ejemplo 4: Purificacién de la proteina de fusién TGFa-P84K.

Se cultivaron bacterias de E. coli (cepa MM298) que expresan la proteina de fusion
TGFa-P84K en medio de cultivo LBA (Triptona 10 gA, Extracto de Levadura 5g/L, NaCl
10 g/L y 50 mg/L de ampicillina) por 10 horas a 37°C. Después de la recoleccion de las
células, todos los pasos fueron realizados de 0-4°C. La ruptura de la bacteria se realizé
utilizando una prensa francesa a 1500 kg/cm?, y se removié la fraccién insoluble
mediante centrifugacién a 11,000xg por 30 minutos. Como primer paso de purificacion
se llavé a cabo una precipitacion al 40% de sulfato de amonio, que removi6 algunas de
las protelnas contaminantes de E. coli. El precipitado resultante fue removido mediante
centrifugacién a 11,000 xg, 4°C, por 30 minutos. El sobrenadante fue fraccionado
m diante cromatografla de interacciones hidrofébicas (TSK-butil, Pharmacia, Sweeden),
con un gradiente decreciente de sulfato de amonio del 40% al 0% en tampdén Tris-Cl,
pH= 7.2, que contiene 0.15M de cloruro de sodio. Seguidamente la muestra resultante
se sometid a una cromatografla de exclusibn molecular en una columna G200
(Phamacia ) equilibrada con PBS 1X, mostrando un nivel de pureza del 85%. La

concentracion de proteinas se determina usando el método de Lowry y cols (
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{1951)J.Biol.Chem. 191, 485-498). La caracterizacién de la proteina fusionada se llevo
a cabo mediante la técnica de "Western Blotting” , usando anticuerpos especificos
contra P64K y TGFa.

EjJemplo §: Purificacién de la proteina de fusién HisTGFa-P84K.

Se cultivaron bacterias de E. coli (cepa MM289) que expresan la proteina de fusién
HisTGFa-P84K en medio de cultivo LBA (Triptona 10 g/L, Extracto de Levadura 5g/L,
NaCl 10 g/L. y 50 mg/L de ampicillina) por 10 horas a 37°C. Después de la recoleccién
de las células, todos los pasos fueron realizados de 0-4°C. La ruptura de la bacteria se
realiza utilizando una prensa francesa a 1500 kg/cm?, y se remueve la fracci6n insoluble
mediante centrifugacién a 11,000xg por 30 minutos. Como primer paso de purificacién
se lieva a cabo una precipitacién al 40% de sulfato de amonio, que remueve algunas de
las protelnas contaminantes de E. coli. El precipitado resultante fue removido mediante
centrifugaciéon a 11,000 xg, 4°C, por 30 minutos. El sobrenadante fue fraccionado
mediante cromatografla de interacciones de afinidad por quelatos metdlicos (Chelating
Sepharose Fast Flow, Pharmacia, Sweeden), debido a la presencia de seis histidinas en
la proteina, con un gradiente creciente de imidazol de 25 mM a 500 mM en tamp6n Tris-
Cl, pH= 5.5, que contiene 0.5 M de cloruro de sodio. Seguidamente la muestra
resultante se sometié a una cromatografla de exclusién molecular en una columna G25
(Pharmacia ) equilibrada con PBS 1X para eliminar las sales, mostrando un nivel de
pureza del 85%. La concentracion de proteinas se determiné usando el método de
Lowry y cols ( (1851)J.Biol.Chem. 191, 495-488). La caracterizacién de la proteina
fusionada se llevé a cabo mediante la técnica de “Westamn Blotting®, usando anticuerpos
especlficos contra P84K y TGFa.

Ejemplo 8: Reconocimiento de la proteina recombinante TGFa-P84K por un

anticuerpo m noclonal (AcM) especifico por el hTGFa.
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Con el objetivo de determinar si el TGFa podia ser reconocido por un AcM anti-hTGFa
comercial (Calbiochem) en el contexto de la protelna fusionada, realizamos la técnica
de “Westem Blotting". Se realizé una electroforesis en geles de poliacrilamida utilizando
25 pg de las proteinas EGF-P84K, TGFa-P84K 6 P64K por duplicado y luego fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 um segin los procedimientos
convencionales. Después de la transferencia las membranas se incubaron con una
solucién bloqueadora de TBS 1X mas 5% de leche descremada por toda la noche a 4
°C. Luego de un breve lavado con TBS 1X-Tween 20 (0.05%), las membranas se
incubaron , una replica con un anticuerpo anti-P84K (1/ 500) (Fig.3A ) y la otra con un
AcM anti-TGFa {1/100) (Fig.3B ) por dos horas a temperatura ambiente. Seguidamente
se realizaron tres lavados con la misma solucién y se incubaron las membranas con un
antisuero anti- inmunoglobulinas totales de ratdn 1/1000 conjugado con fosfatasa
alcalina por una hora en iguales condiciones. Finaimente se le afiadié 0.004 g de
sustrato Fast Red ( Sigma) en tampén Tris-Cl 0.1 M pH=8.2 que contiene 0.004 g de
Naphtol AS-MX Fosfato (Sigma) y 400 ul. de NN’Dimetil Formamida en 20 mL. La
reaccion se detuvo con lavados iguales a los descritos con anterioridad. Se observé un
reconocimiento especifico del AcM anti-hTGFa por la proteina TGFa-P84K (Fig. 3). Los
resultados obtenidos demuestran que el TGFa en la protelna de fusion mantiene una
estructura capaz de ser reconocida por un anticuerpo especifico.

Ejemplo 7: Obtencién de un conjugado quimico hTGFa-P84iC.

Se mezclé un mililitro de TGFa en PBS/MgCl, 10 mM a una concentracion de 2 mg/mL
con un mililitro de P64K a 2 mg/mL en el mismo solvente. Se afiadié 0.2 mL de
glutaraldehido al 0.5% para una concentracion final de 0.05%. La mezcla se incubd 1
hora a temperatura ambiente, y se dializ6 contra una solucién de PBS 1X/MgCl, 10

mM, con tres cambios de la solucién de didlisis. Finaimente, se realizd una didlisis
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contra PBS 1X por toda la noche a 4°C. El preparado inmunogénico se filtrd en
condiciones estériles y se aimacend a 4°C hasta su uso.

Ejemplo 8: Obtenclén de una proteina de fusién entre el hTGFa, hEGF y P64K.
El gen que codifica para el hEGF (150 pb) se amplifica mediante PCR a partir del
plasmido pBEF 10 que contiene al hEGF completo clonado en el sitio EcoR V del vector
comercial pBluescript SK Il (Stragene). El ADN obtenido de esta manera se une al
vector pMHisTGFa en un sitio Bam Hl que se encuentra en el final del extremq C-
terminal de la P84K utilizando la metodologla descrita en el ejemplo 2. De esta manera
se obtiene el vector pMTGFa-EGF que codifica para la proteina de fusién TE-P84K
Ejemplo 9: Obtencién de un conjugado quimico hTGFa-hEGF-P64K,

Se mezcld un mililitro de hTGFa en PBS/MgCl; 10 mM a una concentracidn de 3 mg/mL
con un mililitro de hEGF a 3 mg/mL y P64K a 3 mg/mL en el mismo solvents. Se afladi®
0.6 mL de glutaraldehido al 0.5% para una concentracion final de 0.05%. La mezcla se
incubé 1 hora a temperatura ambients, y se dializ6 contra una solucién de PBS
1X/MgClz 10 mM, con tres cambios de la solucién de didlisis. Finalmente, se realizé una
dialisis contra PBS 1X por toda la noche a 4°C. El preparado inmunogénico se filtrd en
condiciones estériles y se aimacend a 4°C hasta su uso.

Ejemplo 10: Preparacién de formulaciones que contienen hTGFa.

Los diferentes preparados inmunogénicos descritos en los ejemplos 2, 3, 7, By 9 se
mezclaron con Al(OH); 6 Montanide ISA 51 segin se describe en la descripcidn
detallada de la invencion. Se utilizaron cantidades que equivalen a 50 ug de hTGFa en
todos los preparados y 50 ug de hTGFa y hEGF, en el caso de las vacunas combinadas

descritas en los ejemplos 8 y 8. Se utilizd 2mg de Al(OH); por cada preparado de
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proteina fusionada o conjugado quimico de hTGFa &6 hEGF que contiene 50 ug
equivalentes de cada factor de crecimiento respectivamente.

EJemplo 11: Preparacién de una vacuna combinada que contiene la proteina
TGFo/P64K y la proteina EGF/P84K.

Se mezclaron 0.6 mg de cada una proteina, lo que equivale a 50 ug de cada uno de los
dos factores de crecimiento, en un volumen total de 0.5 mL y se unié con igual volumen
de Montanide ISA 51 y se agitd 10 minutos a temperatura ambiente antes de la
inyeccién.

En el caso de utilizar Al(OH); como adyuvante, se mezclaron dos preparados vacunales
que contienen 0.6 mg de protelna cada una de las protelnas antes mencionadas en 0.5
mL final adsorbidos en 2 mg de Al(OH)s.

Ejempio 12: Preparacién de una vacuna combinada que contlene un conjugado
quimico TGF/P64K y EGF/P84K.

Se mezclé 0.25 mL de un preparado inmunogénico que contiene 50 pg de TGFa unido
a P84K segin lo descrito en el ejemplo 7 con 0.25 mL de un preparado inmunogénico
de iguales caracteriaticas que contiene hEGF y se mezcld con 0.5 mL de Montanide
ISA 51 segun lo descrito en el ejemplo 10, utilizando una jeringuilla, por un periodo de
10 minutos a temperatura ambiente. .

En el caso de utilizar Al(OH)s como adyuvante, se mezclaron 0.5 mL de cada uno de los
conjugados quimicos antes descritos que contenian 50 pg de hTGFa y hEGF
respectivaments adsorbidos en 2 mg de Al(OH)s.

EJemplo 13: Inmunogenicidad de la TGFa-P64K / Adyuvante Incompleto de Freund
(Montanide ISA 51) en ol modelo murino.

Con el objetivo de demostrar la inmunogenicidad , ratones de la cepa Balb/c, hembras

entre 6-8 semanas fueron inyectados por via subcutdnea con 58 pg (5u0 equivalentes
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de TGFa), 116ug (10pg) 6 0,6 mg (50ug) de la TGFa-P84K en una proporcién 1:1 con
Montanide ISA 51. El inmunégeno se preparé segln lo descrito en la descripcion
detallada de la invencién agitdindose por 10 minutos antes de la inmunizacién. Cada
animal recibié 4 dosis quincenales. Se realizaron extracciones de sangre previo a la
primera dosis, una semana después y cada dos semanas a partir de ese momento. El
suero se separd de la sangre extraida de los animales y se determind el tftulo de
anticuerpos especificos contra el hTGF mediante la técnica de ELISA indirecto.
Brevemente, las placas de ELISA (Costar) fueron recubiertas con 50ul/pozo de una
solucion de hTGFa a 2.5 ug/mL en tampén carbonato pH= 7.2 é incubadas toda la
noche a 4°C. Después de tres lavados con PBS 1X-Tween 20 (0.05%), las placas se
bloquearon con una solucién de PBS 1X-Tween 20 (0.05%)-SFT (5%) por 1 hora a
37°C. Inmediatamente se afiadieron los sueros de los ratones inmunizados, y se
incubaron por 2 horas a 37°C. Luego de lavar las placas nuevamente, se incubaron con
un anticuerpo de ratdn anti-inmunoglobulinas totales de ratén conjugado con fosfatasa
alcalina (Sigma) diluido 1/1000 en PBS 1X-Tween 20 (0.05%)-SFT (5%) (50uL /pozo)
por 1 hora a igual temperatura. Finaimente, luego de volver a lavar las placas de la
misma manera, se afiadid el sustrato de la enzima (p-nitrofenilfosfato(Sigma)) a una
concentracién de 1 mg/mL en tampén Dietanolamina pH=8.8 (50uL /pozo). La
absorbancia del complejo enzima-sustrato formado se midié en un lector de ELISA a
405 nm.

En la figura 4 se observa la cinética de la respuesta polivalente de anticuerpos anti-

hTGFa obtenida en ratones inmunizados con la TGFa-P64K.
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Debido a la alta homologla entre el hTGFa y el de rata 6 raton (93%) se puede
considerar que la respuesta generada contra el hTGFa como una respuesta contra el
TGFa antdlogo.

Ejempio 14: Inmunogenicidad de la TGFa-P64K / Al(OH)s en el modelo murino.

Se realiz6 un protocolo de inmunizacidn segiln lo descrito en el ejemplo anterior,
utilizando 2 mg Al{OH)s como adyuvante. El inmunégeno se prepard segin lo descrito
en la descripcién detallada de la invencién . Se obtuvieron titulos de anticuerpos
especificos por TGFa de hasta 1/10000. La técnica utilizada para determinar el titulo de
anticuerpos anti-TGFa fue la de ELISA indirecto descrita en el ejemplo 13.

Ejemplo 15: Distribucién de las subclases de inmunoglobulinas de isotipo IgG en
los ratones inmunizados con la proteina TGFa-P64K / Adyuvante incompleto de
Freund (Montanide ISA 51) en el modelo murino.

Se determiné la distribucién de subclases IgG obtenida mediante la técnica de ELISA
indirecto descrita en el ejemplo 13, utilizando antisueros especificos contra la diferentes
subclases de IgG murino conjugados con biotina (Jackson) a una dilucién de 1/1000 y
posteriormente el complejo estreptavidina-fosfatasa (1/1000).

Se determiné la proporcién de cada una de las subclases de igG con respecto a la IgG
total en el suero de los animales inmunizados con 50 pg de TGFa en la protelna
fusionada usando la via subcutanea (Grupo 1) o intramuscular (Grupo 2) siguiendo el
protocolo de inmunizacién descrito en el ejemplo 13. En la figura 5 se observa la
distribucién de subclases obtenida. Se obtuvo una mayor proporcién de IgG1 en los dos
grupos de ratones utilizados en el estudio.

Ejemplo 16: Determinacién de la capacidad de los sueros de los animales

Inmunizados con la proteina TGFa-P64K / Adyuvants incompleto de Freund

Si



10

15

20

(Montanide ISA 51) de Inhibir la unién del TGFa4'*mediante la técnica de “radio
receptor assay”(RRA).

Con el objetivo de determinar si los anticuerpos generados en los protocolos de
inmunizacidn descritos anteriormente eran capaces de inhibir la unidn del TGFa a su
receptor , se realizé un ensayo in vitro denominado RRA. En sintesis, los sueros de los
ratones inmunizados segin se describe en el ejemplo 13 se incubaron con una mezcla
que incluye 100 pL de membrana de placenta humana y 20 uL de TGFa-1'%5 ( 100000
cpm) y 330 pl de tampdn Tris-Cl 10 mM, MgClz; 10 mM y BSA al 1%, pH=74. El
marcaje de TGFa se realizd mediante el método de la cloramina T (Hunter y
Greenwood (1862, Nature, 358:485-498). La mezcla se incubd por 1 hora a temperatura
ambiente y luego se detuvo la reaccién con 1 mL del tampén antes mencionados.
Finalmente se centrifugaron los tubos a 1000 rpm por 30 minutos. Las células
sedimentadas se lavaron y dejaron secar. La radioactividad se midié6 en un contador
gamma (Wallac, Finlandia). La caida en los valores de radioactividad medidos indica la
inhibicién del enlace entre el TGFa y su receptor, debida a la accidon de los sueros
ensayados. Se obtuvo un porciento de inhibicién entre un 50%-80% en todos los sueros
ensayados.

Ejemplo 17: Determinacién de la respuesta sérica contra el EGF humano (hEGF)
generada por la Inmunizacién con la proteina TGFa-P64K,

Se determiné la presencia de anticuerpos anti-EGF en los sueros de los ratones que
mostraron altos titulos de anticuerpos anti-TGFa, mediante la técnica de ELISA
indirecto previamente descrita. Diluciones de 1/100, 1/1000 y 1/10000 de los sueros se
enfrentaron a placas recubiertas con hEGF (CIGB). En la figura 6 se muestran los

titulos ant-EGF que mostraron los sueros de los animales inmunizados con ia protelna
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TGFa-P64K, como se observa se obtiene respuesta de anticuerpos ant-EGF solamente
en un grupo de ratones inmunizados.

Sin embargo ratones inmunizados con el conjugado quimico EGF-P84K no mostraron
ningan nivel de respuesta de anticuerpos anti-TGFa.

Ejemplo 18: Reconocimiento de tumores humanos /n vitro por un antisuero
policlonal anti-hTGFa obtenido por la inmunizacién con la proteina TGFa-P84K /
Adyuvante incompleto de Freund (Montanide ISA 51).

Se utilizd los antisueros policlonales anti-hTGFa obtenidos a partir de la inmunizacién
de ratones con la protelna heterbloga TGFa-P84K en Montanide ISA 51 para
determinar la expresiéon de TGFa en biopsias de tumores incluidas en parafina de
pacientes vacunados con la vacuna basaba en EGF. En un paciente con alta respuesta
de anticuerpos anti-hEGF, se observd una regresion del tumor NSCLC. Sin embargo,
después se le detectd un segundo tumor de laringe. Biopsias de estos dos tumores
fueron analizadas y se observé una expresion diferencial del EGF y el TGFa en cada
una de ellas. En la figura 7 se muestran los valores de reactividad obtenidos con los
diferentes monoclonales ulilizados. Estos resultados confirmnan que mediante la
inmunizacion con el preparado vacunal TGFa-P84K se generan anticuerpos especificos
contra el hTGFa capaces de reconocer a esta molécula en tumores humanos.

Ejemplo 19: Expresién de EGF (ARNm), TGFa (ARNm) y EGF-R (ARNm) en
blopsias de carcinomas de mama

Se extrajo el écido ribonucleico mensajero (ARNm) de biopsias de tumores de mama
utilizando el reactivo TRIZOL (Life technologies) y se convirti® ADNc mediante Ia
enzima reverso transcriptasa. E| ADNc total se sometié a 30 ciclos de PCR utilizando
cebadores especificos para cada una de estas moléculas. Como control intemo se

utilizé un gen de mantenimiento celular presente en todas las células (GAPDH). El
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producto de PCR obtenido se separé mediante una electroforesis en geles de agarosa
al 1.5% y se visualizé con bromuro de etidio.

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos al utilizar los cebadores especificos
para el EGF, TGFa , EGF-R y GAPDH (Control interno) en 22 carcinomas de mama.
Solamente se observé EGF ARNm en 1/22 biopsias , sin embargo se observé una alta
expresion de TGFa y EGF-R en la mayoria de las muestras. La correlacién entre estas
dos moléculas, sugiere [a importancia del lazo autocrino TGFo/ EGF-R en el
crecimiento de este tipo de tumores (Figura 9).

Breve descripcién de las Figuras

Flgura 1: Secuencia genética y aminoacidica (letras subrayadas en negrita) del h-TGFa
maduro.

Figura 2: Representacion esquemética del proceso de obtencién del vector de
expresion pMTGFa.

Figura 3: Reconocimiento de la proteina de fusidon TGFa-P84K por anticuerpos
monoclonales anti-P64K (A) y anti-hTGFa (B) mediante la técnica de “Western Blotting”.
Se realizé una SDS-PAGE al 10 % de la P84K (1), EGF-P64K (2) y TGFa-P84K (3) y
luego se transfireron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa donde se
incubaron con anticuerpos especlificos contra P84K (A) 6 TGFa (B) con el objetivo de
caracterizar la protelna fusionada entre el TGFa y la PB4K.

Figura 4: Cinética de la respuesta de anticuerpos anti-hTGFa: Los tltulos de
anticuerpos especlificos contra el hTGFa fueron medidos mediante la técnica de ELISA
indirecto. Los ratones fueron inmunizados con 5 pg (A), 10 pg (B) y 50 pg (C) de TGFa-
equivalente en la proteina TGFa-P84K en Montanide iSA 51. Las abscisas representan

los dlas en que se obtuvieron las muestras de suero de cada ratdn individual y las
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ordenadas el reclproco de los titulos de anticuerpos alcanzados. Los dia de
inmunizacion se sefialan con flechas en el gréfico A (Dla 0, 14, 28 y 42).

Flgura 5: Distribucién de subclases de los anticuerpos inducidos a partir de la
inmunizacién con 50 ug de TGFa-equivalente en la protelna fusionada. Comparacién de
la proporcion de subclases de IgG en la respuesta de anticuerpos inducida con la
inmunizacién de la protelna TGFa-P84K por via subcutanea (1) 6 intramuscular (2). Los
valores de desviacién estédndar se muestran en la figura para cada uno de los grupos de
5 animales inmunizados.

Figura 6: Respuesta de anticuerpos especificos por el hEGF en ratones inmunizados
con la proteina de fusiéh TGFa-P64K. En la tabla se muestran los valores del titulo de
anticuerpos anti-TGFa y anti-EGF en ratones inmunizados con TGFa-P84K.

Figura 7: Determinacion por métodos inmunohistoquimicos de la presencia de EGF-R,
EGF y TGFa en biopsias de tumores de un paciente vacunado incluido en el ensayo
clinico piloto |l de vacuna EGF. La reactividad diferencial de estas tres moléculas en el
tumor primario de puimén y de un segundo tumor primario de laringe que aparecio con
posterioridad, se muestran con signos positivos en la figura.

Figura 8: Expresion de ARNm de EGF, TGFa y EGF-R en 22 carcinomas de mama.
En la figura se muestran los productos de 30 ciclos PCR obtenidos con los cebadores
especificos para cada molécula y visualizados con bromuro de etidio después de ser
separados en beles de agarosa al 1.5%. También se observa la expresién de ARNm de
GAPDH utilizado como control intemno.

Figura 9: Correlacién entre los niveles de TGFa ARNm y EGF-R ARNm en biopsias de
carcinoma de mama: La intensidad de las bandas obtenidas con bromuro de etidio se
analizé mediante un programa de computacion (ImagQuant, Amersham ) . El eje de las

X muestra los valores de intensidad para los productos de PCR utilizando cebadores



especificos para EGF-R entre los obtenidos con GAPDH, para cada una de las
muestras y el eje de las y muesira los mismo pero para el TGFa. Se observdé una

comelacién positiva entre la expresion de las dos moléculas, R?= 0.6857, p=0.00121.
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REIVINDICACIONES

Una composicién vacunal capaz de producir una respuesta inmune especifica contra
el TGFa autblogo, caracterizada porque comprende como principio activo TGFa
autélogo o cualquier derivado del mismo y un adyuvante apropiado.

Una composicibn vacunal segin la reivindicacibn 1, caracterizada porque
comprende TGFa humano recombinante.

Una composicién vacunal capaz segin las reivindicaciones 1 y 2 caracterizada
porque emplea como principio activo TGFa autdlogo solo 0 en combinacion con
otros ligandos del EGF-R.

Una composicion vacunal capaz segin las reivindicaciones de la 1 a la 3
caracterizada porque el TGFa autdlogo y los ligandos del EGF-R que se emplean
como principios activos, pueden ser opcionaimente enlazados a una proteina
transportadora, tanto por conjugaciéon quimica como genéticamente.

Una composicion vacunal segin la reivindicacion 4, caracterizada porque
comprende la proteina P84K de Neisseria meningitis como proteina transportadora.
Una composicion vacunal segin la reivindicaciébn 5, caracterizada porque
comprende como principio activo un conjugado quimico entre TGFa y P84K de
Neisseria meningitidis.

Una composicién vacunal segln la reivindicacion 5, caracterizada porque
comprende como principio activo un conjugado quimico entre el TGFa y la protelna
P84K de Neisseria meningitidis, y adicionalmente EGF.

Una composicibn vacunal segidn la reivindicacibn 5, caracterizada porque
comprende como principio activo una proteina de fusién recombinante entre el

TGFa y la proteina P84K de Neisseria meningitidis.
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8- Una composicion vacunal seguin la reivindicacion 8, caracterizada porque
comprende una proteina de fusién recombinante entre el TGFa y la P84K de
Neisseria meningitidis, la cual presenta una cola de seis histidinas en el extremo N-
terminal de dicha proteina P84K.

10- Una composicién vacunal segin reivindicacion 9 caracterizada porque comprende
como principio activo una proteina de fusibn recombinante entre el TGFa, la
protelina P84K de Neisseria meningitidis y el EGF.

11- Una composicidén vacunal segin las reivindicaciones de la 1 a la 10, caracterizada
porque comprende Adyuvante incompleto de Freund como adyuvanta.

12- Una composicién vacunal segtn la reivindicaciones de la 1 a la 10, caracterizada
porque comprende Al(OH)s como adyuvante.

13- Método para el control del crecimiento y/o proliferacién celular en tumores de origen
epitelial que expresan TGFa y otros ligandos del EGF-R, caracterizado porque se
emplea la composicion vacunal de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 12.

Método segun la reivindicacion 13 para el tratamiento de tumores como carcinomas

epidermoides de pulmén, mama, préstata, gastrico, y de ovario caracterizado porque se

emplea la composicién vacunal de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 12.
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RESUMEN

La presente invencioén esta relacionada con el campo de la inmunologla y la medicina
humana, en particular con la inmunoterapia activa especifica de tumores malignos
dependientes del TGFa para su crecimiento, asi como para el tratamiento de otras
enfermedades que dependan del TGFa, mediante un preparado vacunal capaz de
provocar una reaccién de inmunocastracién del TGFa autélogo.

Otro objeto importante de esta invencion es la obtencion de un preparado vacunal que
incluya una combinacién del TGFa con ofros ligandos del EGF-R, tales como el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), capaz de inhibir la proliferacién de tumores cuya
progresién dependen de estos factores de crecimiento. De esta manera se evita la
resistencia que puede generar el tumor a vacunas que contenga cada uno de estas

moléculas por separado.
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Sectlon V:

1. The amen&ments filed with the telefax dated 05.02.2003 are acknowledged and
are found to meet the requirements of Article 34(2)(b) PCT.

2. The present claim 1 is directed to a vaccine composition composed of a fusion
protein baetween a carrier protein and TGF-alpha (or peptide derived from it) and
an adjuvant.

2.1 Novelty:

Present claims 1-6 are found to be novel (Article 33(1) PCT) in view of the cited prior
art, since none of these documents describe a fusion protein between a carrier
protein and TGF-alpha, and an adjuvant, which together form a vaccine composttion.

D1 (GB-A-2 333 706) describes a vaccine with GDF-8 or myostatin which can be
made, in addition to the classical conjugation, of a fusion protein. TGF-alpha however
is not envisaged as the antigen for eliciting an immune response.

D2 (WO 91 01146 A ) retains to immunogenic conjugates which can be made by
genetic fusion between an antigen (bound with a carbohydrate) and a cytokine.
Howaever, no TGF-alpha Is mentioned but vaguely to tissue growth factor.

D3 (US-A-5 854 018) discloses a vaccine under the same fusion principle, but with
EGF.

2.2 Inventive step:

The principle underlying the present invention Is the fusion between a carrier protein
and a cytokine - TGF-alpha - for making a vaccine. The antigenicity of the antigen is

infiluenced by the structure under which it Is presented to the immune system. In the
case of a fusion, the antigenicity will be different from, e.g., the same antigen in a

Form PCT/Separats Sheol408 (Sheet 1) (EPO-Aprl 1097)
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conjugated form as often found In the art.

The closast document in that respect is D3 disclosing a vaccine made from the fusion
of EGF and a carrier like P64k of Neisseria meningitidis (see example 14), and an
adjuvant for making an anti-cancer vaccine.

Document D4 (D'ERRICO A ET AL.: 'Role and new perspectives of transforming
growth factor-alpha (TGF-a) adenocarcinoma of the gastro-oesophageal junction.’
BR J CANCER, vol. 82 (4), February 2000 (2000-02), pages 865-870, XP002210096)
is describing the strong expression of TGF-alpha in adenocarcinomas and its
biological effect on tumor progression (see page 868).

Sinca both EGF and TGF-alpha are ligands of the EGF-R, and that D3 providaes an
efficaceous vaccine the skilled person would be p:rompted to use TGF-alpha Instaad
of EGF for making a vaccine against cancers where a strong increase in TGF-alpha
expresslon is found.

The use of the strategy of D3 and the mere change of antigen with respect to D3
seems to be obvious when faced to the problem of treating TGF-alpha related
cancers,

Consequently, claims 1-6 lack an inventive step acoording to Article 33(2) PCT.

Form PCT/Separade Sheel/409 (Sheet 2) (EPO-April 1897)
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CLAIMS

A vaccine composition Io" =ellclt an immune respona'o egal

. - aulciogous TGF-a, iWhlch eompnseo as dctive principle a fusi

protsin between a eamer pmiqln and human TGF-a or any pepti
derivative of the sanfq alono 01' in combination with any EGF-R liga

* and additionally oomquslng an ddpvant. wherein sald fuslon protein
able to elicil said lmrplme responsa against TGF-alpha. -

l .
The veccine composition acﬁrdlng to claim 1 wherein the cam
protazin is the protein Pul. fmrh the outer momhrana protain comp!
of Naisseria menlngltldls
l‘ [
I. .

. The vaccine composition according to clalm 2 wherein the canr
"protsin conlalns a tall,df six histidines in the N-termlnal end.- '

L] ]
; 1.,

. The vhoelne compo ion aeol)rdmg to clalm 1 wherein the EGF

ligar.d is EGF, =
. [
The vaccine oompoa nceordlng 1o claim 1 whemln the adjuvanl
Incomplete Freund ] :
' .; i
The vaccine compogrlo aoccirdmg to cleim 1 wherein the ad]uvam
AI_(C tih- or
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de referancia del solicitante o PARA ACCION Ver Notlficacién de Tranemision del Informe del
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(dla/meas/afio)
PCTACUD1/00011 Diclembre 8, 2001 (08/12/2001) Diclembre 8, 2000 (08/12/2000)
|Clasificacién Intemacional de Patente (CIP) o Clasificacidn Naclonal y CIP
’ ASTIC3BME
!'-nh:
CENTRO DE INMUNOLOGIA MOLECULAR, ot al.
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2 Este INFORME conaiste en un total de 5. hojas, incluyendo esia cardtula,
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PCT
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heches ante saia Autoridad (ver Regla 70.18 y Seccidn 807 de las Instrucciones Administrativas segin el

3 Estes informe contiens indicaciones relacionadas con ios sigulentas ema:
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It [_]Priorided
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INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Intemacional No.
PCT/CU01/00011

|i. Base del Informe

1 Con relacion a los slemanios de la solicitud Intermnacional (las pdginas reemplazadas que han sido presentadas a la
oficina receptora ah respuesta a la Invitacién con respecto al Arl, 14 estén referl Jas an sste Informe "originaiments
preseniades” y no se ansxan a eate informe ya que estas no contianen modificaciones (Reglas 70.18 y 70.17):

Descripcion, piginas:

1-14 como se presentd originelmente
Ralvindicaclones Nos.:

1-8 con ol fax de /2103
Dibujos, piginas:

15-5/5 como se presantd originaiments

2 Con relacion al idioma, todos los elemantos antes mercados sa pusieron a disposicion y se suministraron a esla
autoridad en el idioma en el que sa presentd la soficitud Intemacional, a menos que se Indique do otra forma an asle
punto,

Esios glementos e pusieron a disposicidn o se suminisiraron a esta autoridad en el sigulente idioma
el cual ea:

D el idioma de una traduccitn suministrada para fines de Investigacién intemacional (segim la Regla 23.1(b)).

[] etidioma de publicacién de Ia soliitud intemacional (bajo la Regle 48.3(b)).

[] elidioma de la taduccién suministrada pare fines de examen preliminar intamacional (bajo la Regla 55.2
v/o 55.3)

3 Con relacién a cualquier nuciedtido y/o secuencia amino dcida deacublerta en la soliciiud Iinternacional, el examen
praiminar Intsmacional sa llevd a cabo con basa en la lista de secuencia:

cortenida en la solicitud intemacional en forma eacrita
presantiado junto con la solicitud iIntemacional en forma lelble en computador
suminietrado con postarioridad a esta autoridad en forma sacrita
suminisirado luego a esta autorkiad en forma leibla en computador

la deciaracién que el istado de secuencia escifio suministrado posisrionrnents no va més alid del
deacubrimiento en la soficliud intemacional que se presentd ha sido suministrada

la declaracion que la informacién grabada an forma leible an computadc. ea Idéntice a la llsta de secuencia
eacrita ha sido suministrada

0 00000

4 Las reformas hen dado como resuliado la cancelacion de:

[C] ‘adescripcion, paginas
[] iesreivindicaciones, Nos.




INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Intemacionai No.
PAGINA ANEXA PCTICUO1/00011

Secclén V:

Las modificaciones presentadas con el fax de fecha 05-02-2003 sa recibleron y se encontrd que cumplen con los
requisitcs del erticulo 34(2) (b) PCT.

La presenta relvindicacion 1 se dirige a uns composlcién vacunal que comprende una proteina de fusién entre un
portador de protsina y el TGF-alfa (o un derivado de péptido de esis) y un coadyuvante.

21 Novedad:

Se encuanira que las presentes relvindicaciones 1 « 8 son novedosas con relacién a la técnica entarior (Articulo
33(1) PCT), ya qus ninguno de los documentos describen una protsina de fuslén entre un portador de proteina y el
TGF-alfa, y un coadyuvante, que forman juntos una composicién vacunal,

D1 (GB-A-2 333 706) describe una vacuna con GDF-8 o micestatin qua puede fabricarse, ademés de la conju-

pacién clasics, de una proteina de fusitn. Sin embango, TGF-alfa no se prevé como @ antigeno para una res -
puesta fomentada Inmumne.

D2 (WO 8101146 A) conserva 8 loa conjugados inmunogénicos que puaden fabiicarse por fusion genética entre
un antigeno (enlacs con un carbohidrato) y una citoquina. Sin embarge, no se menciona un TGF-alfa sino vage-
mante al factor de crecimiento Usular.

D3 (US-A-5 894 018) revela una vacuna con ¢l mismo prindplo de fuskin, paro con EGF.

22 Nivel inventivo:

El principio de la presente Invencidn es la fusién entre una proteina portadora y una clioquina - TGF-alfa - para
fabricar una vacuna. La antigenicidad del antigenc es influenclada por la sstructura por Ia cual sa presanta al
sistama inmune. En el caso de una fusidn, la anfigenicidad send diferenta de, &). sl miemo antigeno en forma
conjugada con a menudo se ancusntra an el arts previo.

En tal respecto e documento més cercano es D3 que revels una vacuna hechs de la fusién de EGF y un portador
como ol P84 de Nelssaria meningiie (ver ejJamplo 14) y un coadyuvante pam fabricar una vacuna conira el cancer.

El dacumenio D4 (D'ERRICO A ET AL: "Desampefio y nuvevas perspactivas de ransformar ef factor de crecimiento
alfa (TGF-alia) adenocarcinoma de la unién gastrossofagal®. BR JCANCER, vol. 82 (4), Febraro 2000 (2000-02),
paginas 885-870, XP002210088, describe ampliamente la expresidn de alfa TGF en adenocarcinomas y su efacto
biloldgico sobre &l tumor de progreslén (ver pégina 868).

Teniendo en cuanta que ambos EGF y TGF alfa son ligandos dal EGF-R, y que D3 suministra una vacuna eficaz,
una pamsona normaiments versada en el arte, faciimente utliizaria TGF-gifa en vez de EGF para fabricar una vacuna
contra ol ciincer donde se encuentira ampllaments Ia exprasion dal TGF-alfa. ’

El uso do la estrategla del documentio D3 y el mero cambio de antigeno con reapecio al D3 muesira ser obvio
cusndo enfrenta el problema de tratar el TGF-alfa relacionado con el céncer. Por lo tanto, ias relvindicaclones 1
a B carecen de nivel Inventivo de acuerdo al articulo 33 (2) del PCT.




MODIFICACION DE LAS REIVINDICACIONES
DE CONFORMIDAD CON EL ARTICULO
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REIVINDICACIONES

1 — Una composicién vacunal para provocar una respuesta contra TGFa autologous,
caracterizada porque comprende como principio activo una protelna de fusién entre
una proteina transportadora y el TGFa humano o cualquier péptido derivado del
mismo, junto o en combinacidn con un ligando EGF-R, y que comprende
adicionalmente un adyuvante, donde dicha proteina de fusion es capaz de provocar

dicha respuesta inmune contra TGFa.

2 — La composiciéon vacunal de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizada porque
la proteina portadora es la proteina P64K obtenida a partir de | Complejo Proteico de

la Membrana Extema (OMPC) de Neisseria meningitidis.

3 - La compaosicién vacunal de acuerdo con la reivindicacion 2 caracterizada porque

la proteina portadora contiene una cola de seis histidinas en le extremo N-terminal.

4 — La composicién vacunal de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizada porque

el ligando del EGF-R es el EGF.

5 — La composicién vacunal de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizada porque

el adyuvante es adyuvante Incompleto de Freund.

6 - La composicién vacunal de acuerdo con la reivindicacion 1 caracterizada porque

el adyuvante es Al(OH)3.
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COMPLETA | ()

indicaclén de que se snllcih la eomzstbn de una peiente.

Datos de Identificacion del sollcitante o de a persona que se presenta 1a solictiud,
Descripcion de la invencion.

Dibufos de ser estos pertinentes. .
COmpmbanh de Pago de las tasas establecidas,

DISERO INDUSTRIAL ( ) °

Indicacion de que se solicitz el registro de Disefio Industrial

Datos de Identificacion del soﬁcltante o de la persona que presenta
1a solicitud.

{
{

INCOMPLETA {

(

{

Representaclén grificay fotograﬁca del Dlseno Indus®sial o muestrz. del

Material que Incarpora el disefio.
c::mprobante de pago de las tasas establecldas

COMPLETA (1) INCOMPLETA

ESQUEMADETRAZADO { )

Indicacién de que so¥cita el registro de un Esquema de trazalo.
Datos de identificacién del solcitante o de la persona que presenta
La sollcitud.

Represent2cién grifica del e..quema da t'azado
Comprobante &e pagp de las tasas establac.das
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