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® SOLICITUD DE:
BX] Patente de Invencion [] Patente de Modelo de Utilidad
Cepltulo I. (] Cepitulo 1.
@ Nombre: GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS IDENTIFICACION

S.A. Y SMITHKLINE BEECHAM CORPORATION
Direccion: Rue de Institut 89, B-1330 Rixensart, | €.C. [] NT [
Béigica y One Frankiin Plaza, Flladelfie, Estado de
Pannaylvania 19101, Estados Unidosde América. | C.E. []  ote [
SOLICITANTE Nacionalldad o Domicilio: Rixensart, Bélgica y
(71) Flladelfla, Estado de Pennsyivania, Estados Cual
Unidos de América.
Lugar de Constitucidn: Bélgica y Estado de
Pennsylvania, Estados Unidos de América.
Teléfono: 3284270 Fax: 6069701 Nimero
E-mall: jlicco@lloredacamacho.com

® Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE cc. NT [
Direccién: Calle 72 No. 5-83 Plso 5°, C.E. Otro
REPRESENTANTE| . ]
O APODERADO Bogoté- Colombla Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 6089701 Namero 38.880.713 TP53.215

E-mal: jllcco@lloredacamacho.com

@ Nombre: BRUCK, Claudine, Elvire, Marle; GERARD, Catherine, Marle,
Ghislaine y JONAK, Zdenka, Ludmila.

INVENTOR(ES) Direccién: GlaxoSmithKline, 709 Swedeland Road, King of Prussia, PA 18406;
(72) GlaxoSmithKline Blologicals S.A., Rue de Finstiut 89, B-1330 Rixensart y
. GlaxoSmithKline, 708 Swedeland Roead, King of Pruseia, PA 18406.

Naclonalidad o Domicillo: Estados Unidos de América y Béigica.

@ PCT {86)
Solicltud Internacional No.  PCT/EP2004/011621 Fecha: 11/10/04
Publicacién intemacional No. WO 2005/039630 A3 Fecha: 08/05/05
@ Titulo (54) "COMPOSICIONES INMUNOGENICAS"

@ Clasificacién Internaclonal (51) A61K 39/39

@ Prioridad (33) Pals de Origen (32) Facha (31) Ndmero de Solicitud
s X no [] GB 13110/03 0323968.8

@ Comprobante de Pago No. 08-27,076 Fecha: 7 de Abril de 2008




( ANEXOS )

Comprobante de pago de la tasa de presantacién de la solicltud
Documentos que acreditan la existancla y representacion legal cuando el soliciiants sea parsone Jurfdica
g Documentos de Representacion Legal

D Documento de cesién del Inventor al solicitante o a su causante
[[] oeclarsciones

D Copla de la solicitud intemacional (resumen, descripclon, relvindicaciones, dibujos)

E Traduccién de la solicitud internaclonal al castellano (resumen, descripcion relvindicaciones, dibujos)

D Copla del examen preliminar Intemacional efectuado por la Autondad intemacional de Examen Preliminar
(IPEA)

D Traduccidn del examen preliminar Intemacional efectuado por la IPEA

D De ser el caso, copla del contrato de acceso

D De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradiclonales de
las comunidades indigenas

D Arte Final 12X12 _.
De ser el caso, informacion sobre otras solictudes de patente o titulos obtenidos en el extraryero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalments con la Invencin de esta solicitud

I:I De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Internacional

Otros reporte de bisqueda Intemacional con su traducaidn, publicacion con su traduccién y opinidin escrita
de la autondad de basqueda intemacional con su traduccion
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Los documentos que acreditan la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de las
sociedades peticionarias, que facultan a cada uno de dichos
abogados para actuar individualmente, se estin presentando con
esta solicitud. En consecuencia, ruego a usted reconocer la
personerfa de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que cualquiera de
ellos pueda intervenir en cualquier iempo respecto de la solicitud en

él contenida.

Qlél 2 ‘m’)nmm
ATICIA LLORED URTE

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-08-08-4686
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacién de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y
en espafiol.

Certificado Notarial (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espanol.

Notarizacion, documento escrito en espafiol.

APOSTILLA ‘
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del o_rln

1.  Pais: Reino Unido de la Gran Bretafa e Irlanda '*-‘_' 157 w:ﬂu‘amMOi

uufn tamoa s ca vorh

Este documento publico
2.  hasido firmado James Kerr Milligan
actuando como Notario Pablico RS . ) ;
. . . - Lo m:um.z na Rnns H
4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico #de. {).S2I RS (), :
CERTIFICADO
en Londres 6. el 01

por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos

e septiembre’de 2004

Exteriores y del Commonwealth
Nimero: G 749037
Sello/Estampilla; 10. Firma: (ilegible)

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUGION 3177

ge—
ANTTA £IIAII DE TAMAYO
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Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass
Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pals que no es parte de la Convencién
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seccién consular
de la misién que representa a ese palis. Una apostilla o certificado de
legalizacién Unicamente confima que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos de! documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

contenidos.

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dla 9 de septiembre de

2004, en la ciudad de Bogotd, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, RepUlblica de Colombia.,

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 3177

- f‘-
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO : i

i DI DEOTA, HAGD CONEYAR QUR LA
v - l“llﬂl!lﬂﬂﬁﬁ.
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Pablico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y
juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del puiio
y letra del Scior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
identidad me consta, Apoderado de la Sociedad denominada
“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada
“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida
y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de
I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON estd
debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de eata clase, en
virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12

de junio de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura

Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE y obre los efectos conducentes expido la presente

i CDlL NOTARS
- GF BIGOTA, #RC

JAMES KERR'}

Notario Pablico de Londrds, Inplaterra

DE PINNA
3 Picmlilly ) sndon WL Old
Talaphone:+44 (R0 TRON 2000  VFicwimlle +H (RO TENONY DX No 48531 Pixndily 1
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APOSTILLE 9'
(Hague Convention of § Oclober [961/Convention de La Haye du § octat

. Country: United Kingdom of Gres: Britain and Northern Ireland }

Pays: Roysume-Unl de Grande-Bretagne et dIrlande du Nord

This public document/Le présent acte poblic

2 ety "S5 mey W@ MMgaN
3, acting in tbe capacity of Nowl') Puiiis
agiseant en QUANIE 08 ..............ciciiiiimariircarr i e s e et renrenreananntanrerraaare
I
4. bea seal/ctamp of Yy r
ban g sl o o Oy Pub
Certified /Attesté
. ot Lopdon/l Londres € the/le ......covenn U i.t:- E‘t.i:-"" ..........
1. by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth AfTairs/ I
par le Secrétaire d'Etst Principal de Sa Majerté sux Affeirss Etrangires et du Commonwealth,
i
T 3

L i
Y
i " " \i"._ y
L TN R &y
fA 8..05 -

0 W '
NUIL e &
= (et

For the Secvtary of Stay/ Powr i Serviimire f But

if this document is to be eeed ia a country which i»
. not party to the Hague Convention of § October 1961,
R . it should b messanted 0 the crnmlar saciion of the

mivsion reprexsuting lh!_em.
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'Los abajo firmados, GLAXOSMITHKLINE
,BIOLOGIGALS S.A., une socledad organizads y
|exlstente de conformidad con las leyes de Béiglca.

'uon domicllio en rue da Finstitut 89,
B-1330 Rixensart,
Bélglca

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domicillados en Bogots,
Colombla, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
583, piso 6o, nuestros representantes iegales y
verdaderos én Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiclales, con el fin de dar cumplimiento al
pardgrafo 1o0. del articulo 543 del decreic 410 de
1971,

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYQ vio IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
. ALVAREZ, o ios apoderados que cuaiguiera de elios
designe, quedan aspeciaimente faculladas para
representarnos ante Ias autoridados colomblanas,
adminisirativas, judiciales o de policia, en todos los
ites relativos a la propiedad Industrial, a cuyo
ofecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necasarios al objeto
indicado; elavar solicltudes, declaraciones, reclamos,
Fecursos y preseptar degistimientos, formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de ias
solichudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunclar total o
parclaimente a los ragistros, abonar todos los
‘Impuestos y cuolas y efecluar todo ofro pago
determinado por la ley; reciblr todo$ los documentas
y valores, dando el descargo raspectivo; lienar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyaren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicidn, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencidn como
demandantes o demandados ante los jueces que
saan compelantaes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con lodas las
as facultades que resulien necesarias, y por el

-t

presente declaramos desde ahora valido y bueno .’

cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicleron en nuestro
beneficio.

Asimlsmo, facullamos a los doctores ALICIA ™ -

LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO
SANTAMARIA vyio ENRIQUE ALVAREZ, pam
soliclar en la Oficina de Propiedad Industrial la
pratocolizaclon de este documenio y de cualquler
poder que cusiqulera de ellos otorgue a nombre
nuastro.

Dado y fimado

The undersigned, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., a corporation organized and
existing under the laws of Belglum.

domiciled at rue de {"Institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belglum
hereby appoint, ALICIA LLOREDA andfor

GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogote, Colombia,
with offices in sald town, Calle 72 No. 583, Sixth
Fioor, our true and legal repressntatives in Bogota,
with power 10 recelve notifications and to appoint
judiclal or extraludicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of articie 543 of decres 410 of 1971,

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA andfor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agenis by any one of
them appoinied, are especially em
represent us before the administrative, judiclel or
police authorities of Colombla, In all proceedings
pertalning to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the sald authoritles all
the necessary steps for the sald end; to file petitions,
deciarations, claims, recoursas and withdrawals, fo
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, flla opposiions; flie
canceliations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper recalpts, lo
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which thay may deem fit for
the protection of our inlerests; and in case of
opposltion, whera the proceedings be passed over to
the courts, we authoriza said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent Judgee, with full powers {0 make
arrengements, to submit to arbltrators, to desist, to
collect, o appeal and, in short, with all such further
powers as may be requirad, and we heraby declare
from now on as valid and good all that sald
representatlvas and/or the agants by any one of them
appointed may do for our benefit.

w7
. ™

. " e also authorize doctors ALICIA LLOREDA

andlor GUSTAVO TAMAYOQ and/ar IGNACIO
SANTAMARIA andior ENRIQUE ALVAREZ, io apply
for protocoilzationiof this document and of eny power
of attorney by any one of them cqpferred in our name,
before the Office of industrial Prgberty.
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Béigica
{ss

de 200 , comparecld
, @qulen conozco y
de quien me consta que fimé el anterior documento,
y quien debidamente juramentado deciaré y difo que
dles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., la
compafila nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyas de Bélgica, domicillada en la
ciudad de Rixensart, Bélgica, legaimente conslituida
para un periodo de duracidn que adn no ha
terminado, que ejerce su objeto soclal; conforme a
las loyas de

Hoy de

que el declarante estd
autorizado por dicha Compafia para conferir este
poder, que el sello estampado por él al ple de tal
poder, en nombre y en representacion de la
expresada Compafiia, es el sello oficial de elia; y que
el objelo para el cual se conflere este instrumento
estd comprendido dentro del de la sociedad.
El suscrito Noterio ha visio ios Estatutos de
incorporacidn firmados en
con fecha y certifica que de
conformidad con la leg:slacnbn de dicho Pals, la
anterior declaracién juramentada es prueba
suficiente de que los hachos sobre que ella versa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Pdblico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION) L?

Belgium
{ss

On this day of . 200 .
personally
cama
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing Instrument, who being by me
duly swom did depose and say that he is the
of GLAXOSMITHKLINE

BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporstion organized and existing under the laws of
the Belglum, domiciled at the City of Rixensart,
Belglum, legally constituted for a perfod of tenure
not yet expired, which exercises its corporate
purposes according to the laws of

, that the deponent Is
authorized by sald Company to confer this power of
altomey; that the seal affixed hersunto by the
daponent in the name and on behslf of sald
Corporalion 1s the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument Is granted Is
Included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of sald Corporation exscuted at

, under date of

end herseby certifles that under the laws of aald
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facis therein contained are true, which
he attests.

DT, 1AL ity
comgy mam XY
lll [ Y a:‘l.tul. ?
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ENDEZ bARAJAs

NOTARIO (€) :
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-02-438
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

LegaliZ’acién de un Poder de Representacion Legal, Documento escrito en inglés y

en esﬁaﬁol.

Notarizacién del documento es espafiol.
Hay un’selio rojo sobre una cinta verde.

- =
g @B
SE I &
Z2E m S5
o L BR
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1é61) 3 &5 .
Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Pals: Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Este documento publico
ha sido firmado por Martin E Buchner Ui
actuando como Notario Publico By :‘: s
lieva el sello/estampilla de dicho Notario Plblico ° u _ :.

CERTIFICADO
en Londres 6.

Exteriores y del Commonwealth

Nimero G489867 i TR, -
Sello/Estampilla 10.  Firma: (llegltiid)"“‘"‘“"UELBDTEROIIEOIM .
[ o

Sello de la Oficina de Asuntos k1. Monaghan

RARIYLUCION 2177

p—

"ANTTA ESCOBAR DB TAMAYO
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Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencién
de La Haya del 5§ de octubre de 19681, debe presentarse en la seccién
consular de la misidn que representa a ese pals. Una apostilla o certificado de
legalizacién dnicamente confima que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean

correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los
contenidos.

Traducido a mi mejor saber y entender, este dia 2 de septiembre de 2004,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,

Res. 2177 de 19888, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia rpauucros oncar
RESOLUCION 2177

ANITA ESCOBAR DE TAMA

COBD NUTARIO SEXTO DIl GIRCULD

DN BOGOTA, HAGO COMRBTA# DUE LA

FOTOCOFIA COMWGIDE CON £ thugimAL
QUK HE TEXIDO A LA VIZTA

3 q#

20 SEF 2004 (.5 "",
.
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Yo, el infrasecrito, Martin Emil BUCHNER Notario Phblico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y
juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del

puiio y letra del Seiior Don Peter John GIDDINGS, cuya identidad me

const® Apoderado de la corporaciln denominada “SMITHKLINE /
BEECHAM CORPORATION”, corporacién legalmente constituida y
existente de acuerdo con las leyes del Estado de Pensilvania, Estados

Unidga de América, con domicilio social en 1, Franklin PlaZa, Pluladelphm
Pensilvania 19101, Estados Unidos de América;

QUE .8l citado Sefior Don Peter John GIDDINGS estd debida y
éntemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en virtud
del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 24 de

. noviembre de 2003, una copia del cual he tenido a la vista;

Y QUE loa objetos para los cuales se otorgh dicho Poder se encuentran
_t'_ientro, de los objetos o actividades de la citada Sociedad, db acuerdo con la
Escritura Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la
vista.

Y PA;RA QUE CONSTE donde y como eonvenga& fuere necesario expido el
8 presente Certificado que firmo y sello en dicha Citdad de Londres, el dia de
g hoy veintiseis de agosto del aifio dos mil cuatro.

ek
COmD NOTARIO SAXTO wﬁcﬂ:uo
DE BOSOTA, HAGO enlm' N LA
DN &or

JI.IAN IANUEL BOTERO EDINA ¥
R . NOTARIO

H

DE PINNA
23 Flsaillly Londes W1J OLJ
Tolaphonacs44 (900 THCH 3000 Fumimile: +44 (30 TR (088 DX Mo. 4952) Picendilly 1



APOSTILLE
(Hague Convention of 5§ October 1961 / Canvention de La Haye du 5 octobre [961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTIIERN IRELAND
Country: United Kingdom of Great Dritain and Nosthem Ircland
Pays: Roysume-Uni de Grande-Bretagne et d’[rlande du Nord
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.Los gbajo firmedos, SMITHKLINE BEECHAM
'CORPORATION, una socleded orgenizada y
existante de conformidad con las leyes del Estado de
Pennsyivania, Estados Unidos de América.

con domiclioen One Frankiin Plaza, Filadelfia,
Estado de Pennsylvania 19101,
Estados Unidos de América

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiclliados en Bogota,
Colombla, con oficinas en dicha cludad, Calle 72 No.
583, piso 80., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades pera reclbir
notificaclones y nombrar apoderados judiclales o
exirajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 10. del articuio 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO
TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cuaiqulera de ellos
designe, quedan especiaimente facultados para
reprasentamos ante las autoridades colomblanas,
administrativas, judiclales o de policla, en todos los
trdmitas relativos a la propiedad Industrial, a cuyo
ofecio les facuitamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasoa necesarics al objeto
indicado; elevar solicitudes, daclaraclones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripcionas, enmiendas, limitar e! alcance de las
solicitudes, presentar oposiclones y apelaciones;
instaurar cancelaciones, renunclar total o
parclaimente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectusr todo ofro pago
(dsterminado por la ey, recibir todos los documentos
y valores, dando of descargo respectivo; llenar
cualesqulera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros Intereses; y on caso de producirse
oposicidn, pasando los antaecadentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar Intervencién como
demandantes o demandados ante los juecas que
sean competentes, pudlando transer, somseter a
drbitros, desistir, percibir y apelar, con todas ias
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora villdo y bueno
cuanto dichos repressntantes y/o los apoderados que
cuagiqulera de ellos nombre hicleren en nuastro
beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propledad Indusirial la
protocolizacion do este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre

[3

The undersigned, SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, ® corporation orgenized and
existing under the laws of Siste of Pennsyivanis,
Unhted States of America.

domicledet  ne Franklin Plaza, Philadelphia,
State of Pennaylvania 19101,
Unitod States of America

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogotas, Colombla,
with offices In sald town, Calle 72 No. 583, Sixth
Floor, our true and legal repressntatives in Bogots,
with power to recelve noilfications and to appolint
Judiclal or extrejudiclal agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1671.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYQ and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the egents by any one of
them appointed, are especlally empowered to
represent us before the administrative, judicial or
polics authorities of Colombla, In all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the sald authorities all
the necassary steps for the sald end; tc flle petitions,
deciarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up epecifications; to flle amendmaents, to limit
the scope of applications, file oppositions; flle
cancellations total or partielty waive reglstrations, to
pay all Installments and effect el other payments
prescribad by law; to recsive proper receipts, to
comply with all other requirements and, In short, to
take gil those measures which they may deem fit for
the protection of our Interests; and In case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize sald agents to act on our
behalf, as compleinants as well ea defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to _submk to arbitrators, to desist, to

collect, to appeal &n N, all uch er
powers s may DW
1N ..‘mat

and/or GUSTAVGEL.TAMAY CesRREIOr G
SANTAMARIA an ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for pratocolization of this documant and of eny power
of altomay by any one of the mnferrad In our name,
beafore the Office ofinde x

nuestro, Given and signed t
Dado y firmado - d
Peter John GIDDINGS &s Attorngy and
Authorised Officlal
_____“— -







TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

. - PARA FUTURAS ver Forma PCT/ISA/220
referencia del sol Y
WMGOSZD f Gel dolictiantc o agenie ACCIONES aa! como, donde aplique, el Item 5 & continuacidn.
Solicitud internacional No. Fecha de registro internacianal (dis/mes/alo) Fecha de Prioridad (Primera) (dia/nes/afa)
PCT/EP2004/011621 11/10/2004 13/10/2003

Solicitante
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

Esne Reporte de Bisqueds Internacional ha sido preparado por esta Autoridad de Blsqueda Internacional y es tranamitido sl solicitsnte
sugin ¢l Articulo 13. Una copia send tensmitida a la Oficina Imormaciona).

Este Reporte dc Blaqueda Internacional consta deun tomlde 7 hojas.
Tumbién esti acompafiado de una copis de cada dacumento téenico anterior citado ca este reporte.

1. Bases del reports

8. Respecto al lenguaje, In bisqueds Internacional se [levéd & cabo segidn s solicitud internacional en el lenguaje en el cual se presentd,
& menos que se indique de otro modo en este fiem.

D La bisqueda internacional se llevd a eabo segin 1a traduceién de la solicitud internacional proporcionads s esta
Autoridad (Regla 23.1(b)).

b.& Respecto a una secuencla de deldo nucledtido y/o amine revelado en la solicitud intemacional, ver Caailla No. L

2 [X] Clertas reivindicaclones no pudicron localizarse (Ver Casilia Il).

3. [] Feits unidad de tnvencisn (ver Casilia 0.

4. Respecto 2l ttulo,

DX & sexio s aprobedo segin lo presenta el saticitante.
Esta Autoridad ha establecido que ol texto se lea aaf:

5. Respecto gl resumen,

[[] & texio es aprobado segan fo presena el solicitante.

Esta Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con 1a Regls 38.2(h), segiin sparece en la Casilla No. [V. El solicitanic pyede, un
mes despuls de la fecha de haber enviado por correo este reporte de biisqueda internacional, presentar comentarios & esta Autoridad.

6. Reapecio s los dibujes,
& La figurs de los dibujos que se publicank con el regumen ea In Figura No.

[]  como lo sugirid ¢l solicimnte.
D como lo selecciond esta Auloridad, ponque el solicitante no sugirid uns figure.
como lo selecciond esta Autoridad, porque esta figur carcterizs mejor s Ls invencién.

X ninguna de las figuras es para sor publicada con ¢l resumen,

&~

LY

“Forma FCI/ISA/210 (primera hoje) (Encro 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/EP2004/011621

Casilla No.1 Secuencia(s) de dcido nucleétido y/o aminodeido (Continuacién del ftem 1.b de la primera hoja)

1. Con respecto a cualquier micledtido y/o secuencia de aminodcido revelados en la solicitud internacional y
necesarios para 1a invencién reivindicada, la biisqueda internacional se realizé sobre la base de:

a. tipo de material
un listado de secuencias
L] tabla(s) relacionada(s) con el listado de secuencia

b. formato del material
en formato escrito
E en una forma legible para computadora

¢. momento de presentacién/suministro
D contenido en la solicitud internacional tal como se presentd
[] presentado junto con la solicitud internacional en forma legible para computadora
suministrado subsecuentemente a esta Autoridad para el propdsito de 1a bisqueda

2. E Adicionalmente, en el caso de que més de una versién o copia de un listado de secuencias y/o tabla
relacién con aquello haya sido presentada o suministrada, o se suministraron, tal como es epropiado, las
afirmaciones requeridas de que la informacién en las copias subsecuentes o adicionales es idéntica a aquella
en la solicitud tal como se presentd o no va mds allé de la solicitud tal como se presents.

3. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/210 (continuacidn de la primera hoja (1)) (Enero 2004)



Solicitud Internacional No.
PCT/EP2004/011621-

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

[

Casllla 11 Observaciones donde clertas relvindicaciones fueron Ineserutables (Continuacién del item 2 de
la primera hojs)

L.

2.

Este Reporie de Bisqueda Internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(Z)(a) por ias siguientes mrones:

Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asunto que no & necesario que esta Autorided busque, a saber:
Aunque las reivindicaciones 1-12, y 29 estén dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal, la biisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados de Ia

composicion.
[[] Reivindicaciones Nos.: _ , .
porque se relacionan con partes de 1a Solicitud Internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una bilsqueda internacional significativa,
especificamente:

3. [J Reivindicaciones Nos.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estén disefiadas de acuerdo con Ia segunda y tercers

oracidn de la Regla 6.4(a).

Casilla I1I Observaciones donde falta unidad de Invenclén (Continuacién del item 3 de 1a primera hoja)

Ests Autoridad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones miltiples en esta solicitud internacional, asi:

1. D Puesto que todaos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fucron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de biisqueds internacional cubre tndas les reivindicaciones investigables,

I:] Puesto que todas las reivindieaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique

2.
derechos adicionales, ests Autoridad no solicité pago de derechos adicionales.

i D Pucsto que sélo algunos de los derechos de nisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de blisqueda internacional cubre dnicamente aquellas reivindicaciones para

Ias cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4.DElmlicihnbmpagéoporﬁmmnuhldﬂechmdebﬁquednldiciomlureqneﬁdol.m
consiguiente, este informe de isqueda internacional se restringe a la primem invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por Ias reivindicaciones Nos.:

Comentarlo sobre Protesta D Los derechos de bisqueda adicionales estuvieron acompafiados por 1a protests
del solicitante.
[C] Bl pago de los derechos de bisqueda adicionales no estuvo acompadado por

una protesta.

Forma PCT/1SA/210 (continuacién de s primera hoja (2)) (Ensro 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2004/011621

Casilla No. IV Texto del resumen (Continuacién del item 5 de la primera hoja)

La invencién se refiere a una terapia de combinacién que encuentra utilidad en el tratamiento
o profilaxis de enfermedades infecciosas, cinceres, enfermedades autoinmunes y condiciones

relacionadas.

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la peimer hoja (3)) (Enero ICIH-)
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Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2004/011621

A. CLASIFICACION DE MATERIA OBJETO
IPC7 AG61K39/39 A61P35/00

Segtin Ia Clasificacion de Patento Internacional (IPC) o segin Ia clasificacién nacional y Ia IPC

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacion minima buscada (sisterrm de clasificacion seguido de simbolos de clasificacidn)
IPC7 A61K AGIP

Documentacion busceds fucrs de documentacién minims hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscadcs

Base de daioa electrdnica consultada durants 1a bisqueda internacional (nombre de 1a base de datos y, donde sea prictico, buscar términos usados)
EPQ-Intemnacional, WPI Dato, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Camgoria® | Citaciom de docurnento, con indicacion, donde sca spropisdo, o 103 lexios relevantes " Relevante & Ia refvindicaclén No.

X WO 01/68896 A (THE BOARD OF TRUSTEES OF THE 1-35
LELAND STANFORD JUNIOR UNIVERSITY)
20 de Septiembre de 2001 (2001-09-20)

pigina 3, linea 32 - pigina 4, linea 6

pégina 6, linca 4 - pdgina 7, linea 26

pigina 9, linea 14 - linea 31

pégina 14, linea 17 - linea 22

Y WO 99/51259 A (UNIVERSITY OF IOWA RESEARCH 1-35
FOUNDATION)

14 de Octubre de 1999 (1999-10-14)
pégina 3, linea 25 - péigina 4, linea 14
pégina 5, linea 8 - linea 20

pégina 7, linea 25 - péigina 26, linea 30
pégina 30, linea 32 - pigina 32, linea 2
pégina 35, linea 12 - pigina 36, linea 5
pégina 41, linca 29 - pigina 44, linea 13

d

E En el recuadro C se enumeran mils documenitos. En el anexo s¢ cnumeran miembros de Ia familis de patenies.

® Categorias especiales de documentns citados:
T' documento posierior publicado después de Ia fecha de presentacién

'A' documento que define el estado general de Is téenica ¢l cual no se internacional o fecha de prioridad y que no estl en conflicto con ln
cansidern de relevancia particular solicitud pero citade para entender el principio o leoria que miienta
Ia invencidn
'E' documento anterior pero publicado en o después do b fecha de
presentacién intermacional "X’ documento de relevancia particular; ks invencidn reivindicada no
pucde considerarse nueva o no puede conalderarse que comprende
'L’ documento que pucde armojar dudes sobre reivindiceciones de un paso inventive cusndo el documento se toma solo
pricridad o que se cita para establecer 1a fecha de publicacién de otra
citacién u olm madn especial (segin so especifics) "Y' docurnemio de relevancia particular; ks invencién reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando el
‘0" documento que se reflere a una revelacidn oral, uso, exhibicidn u documento se combina con uno o mils documentos, slendo dicha
otros medios combinacién obvis pars una persona experta en kn técnicn

'P' documento publicado antes de Ia fectm de presentacidn internaclonal | '&' documento micmbro de b misy familia de patentes
de In fecha de prioridad reivindicada

Fecha de Ia terminacion real de In bisqueda internacional Fecha de envio por corren del reparte de bilsqueds internacional
20 de Mayo de 2005 02/06/2005
Nombro y direccion de correo de ls ISA
Oflcina de Patentes Europes, P. B. 5818 Patentizsn 2 Funcionario autorirado
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel, (+31-70) 340-2040, Tx. 31 681 eponnl, Montero Lopez, B

Fax: (+31-70) 340-3016

Forma PCT/ISA/210 (sagunda hoja) (Enero 2004) pégina I de 2
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2004/011621

C. (Continuscién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorls *

Cilacidn de documento, con Indicarin, donde s2a apropisdo, d¢ Jog 12xing relevantes

Relevantz a In reivindicacién No.

Y

P, X

WO 99/56775 A (AKZO NOBEL N.V.)
11 de Noviembre de 1999 (1999-11-11)
citado en la solicitud

¢l documento completo

WO 98/16247 A (THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF
CALIFORNIA)

23 de Abril de 1998 (1998-04-23)

citedo en 1a solicitud

péigina 10, linea 3 - pigina 12, linea 14

pégina 14, linca 21 - pégina 18, linea 18

plgina 19, linea 1 - pigina 21, linca 14

Y LI Y COL.: "La terapia del gen IL-18 desarrolla respuestas
inmunes tipo Thl en ratones BALB/c infectados mayormente con
Leishmania: es el efecto mediado por la sefializaciéon CpG de
TLRO?"

GENE THERAPY,

vol. 11, 2004, piginas 941-948, XP002328862

resumen

pégina 943, columna a mano derecha, pérrafo 4 -

pégina 946, columna a mano derecha, pérrafo 3

1-35

1-35

1, 5-14,
17-25,
28-11,
33-35

Forrma PCTT/ ISA /210 (continuacién do la segunda hojs) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL | gjicirud Internacional No.
Documento de patente citado . e

o el g:m teda Fecha de publicacid Miembro(s) de la familia de patentes ml:buu:;n

WO 0168896 A 20-09-2001 AU 4541401 A 24-09-2001

WO 0168896 Al  20-09-2001

Us 2001044418 Al  22-11-2001

WO 9951259 A 14-10-1999 AU 760549 B2 15-05-2003

AU 3467899 A 25-10-1999

CA 2323929 Al  14-10-1999

EP 1067956 A2 17-01-2001

P 2002510644 T  09-04-2002

WO 9951259 A2 14-10-1999

Us 6218371 Bl  17-04-2001

Us 2002064515 Al  30-05-2002

WO 9956775 A 11-11-1999 AU 3827699 A 23-11-1999

CA 2328059 Al 11-11-1999

WO 9956775 Al 11-11-1999

EP 1075275 Al  14-02-2001

P 2002513547 T  14-05-2002

WO 9816247 A 23-04-1998 AT 292980 T  15-04-2005

AU 4992197 A 11-05-1998

AU 768178 B2  04-12-2003

AU 6877601 A  22-11-2001

CA 2268825 Al  23-04-1998

DE 69733020 D1  19-05-2005

EP 0930893 Al 28-07-1999

P 2001503254 T  13-03-2001

WO 9816247 Al 23-04-1998

us 6610661 Bl  26-08-2003

Us 2003232780 Al  18-12-2003

Us 2004006010 A1  08-01-2004

Forma PCT/ ISA/ 210 (anexo fhmilia de patentes) (Enero 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Tex

GLAXOSMITHKLINE
Attn. Stephen, Robert

980 Great !Iu:t‘tounluosrnﬂhl(llne

PCT

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

GLAXOSMITHEKLINE BIOLOGICALS SA

Brentford, Mi eseax E@rﬂﬁfate IP
UNITED XINGDOM Received BRENTFORD
2 JUN 2005 (PCT Rule 4.1)
e - of mafing

ATV, v L i JADMIN G 02/06/2005
Applicants or agent's e vt e
VJR/VB60529 ATTV CHECKED/ALE I FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below
Intemational appiication No. Intsrnational fing dais
PCT/EF2004/011621 (deyimonthyss)  317/10/2004
Applicant

Authorfty heve been extabiished and are

Whara? Directly o the

4. Raminders

mudemmmmmm

international praliminary examination
the public but not before

Filing of amendments and statement under Ariicle 10:
The applicant s entiled, if he a0 wishes, to amand the claima of the Intemational Application (see Rule 48):

Whan? The tima Umit for filing such amendments ls normally 2 months from the date of transmifial of the
Intemational Search Report; however, for more detalia, see the notes on the accompanying ahest.

Intamational Bureau of WIPO, 34 chamin das Colombefiss
1211 Geneva 20, Switzeriand, Fascimile No.; (41-22) 740.14.35

For more detalled instructions, see the notes on the accompanying shaet.

2 D The appiicant is hereby no#fied that no internationsl search report will ba established and that the declamation under
Article 17(2)(a) to that effect and the written opinion of the Intsrnafional Searching Authortly are tramsmitted herewith,

3 D With regard to the protest against payment of (an) additional fee(s) under Rule 40.2, the spplicant ls notified that-

[] the protest ingether with the dacision thereon has been transmitted to the intemationsl Bursau togethar with the
applicant’s request o forward the texis of both the protest and the decision thereon 1o the designated Offices.

D no decislon has bean made yet on the protest; the applicant wil be nofifiod as soon as a dacislon [s made.

after th of 18 months from the dats, the ntemational will be
e e S s e
Bureau as provided in Rulss B0bis.1 and 80bia3, respaciivaly,
compiation of the technical proparations for Intemational publication.

The appficant may submit comments on an Informal besis on the written apinion Searching

Intemational Bureau. The Intemational Bureau will send a copy of such commants o all designaied Ofiices uniess an
report hag been or s 1o be satablished. Thess commeants would also be made

the expimtion of 30 montha frorn the priority date.

Within 10 months from the priority date, but only in respect ol some designaiad Offices,
aamination must be fled if the applicant wishes (o posipone the
date (in some Offices even latar); otherwise, the applicant must, within 20 monthe from the priarity date, parfomn the prescribad
acts for enbry inio the national phase before those designaisd Offices.

In reapect of other designaied Olfices, the time ikt of 30 months (or Iater) will apply even if no demangd is fled within 19

1. [x] The applicant is hereby notified that the intsmatione! search report and the written opinion of the intemational Searching
tranamitind herewith.

by the

of the intemational Authorly o the

avallahie o

demand for Intemnational preliminary
lnhmamhnl;mumlnm from the priority

Ses the Annex fo Form PCT/IR/301 and, for detalls about the appiicable time mits, Offics by Office, see the PCT Applicant’s
Geids, Volume II, National Chapters and the WIPQ imtamat site.

Name and maliing address of the Intemationsl Searching Authority
= Eunpean Paient Office, P.B. 5818 Pajantiaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 851 eponi,
Fax (+31-70) 340-3018

Authorized officer

Milge Aydemir

Form PCTASA/220 (January 2004)

{See notss on accompanying shest)

Z)



PATENT CO PERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 end Rules 43 and 44)

12

Applicant’s or agent's fie reference FOR FURTHER sse Form PCTASAR20
VIR/VB60529 ACTION as well as, whers applicable, kem 5 baiow.
intemational appication No. intemational fiing daie (daymonthiysas] | (EariesD) Priority Date (dapmonthysar)
PCT/EP2004/011621 11/10/2004 13/10/2003
Applicant

GLAXOBMITHKLINE BIOLOGICALS SA

This intemational Saarch Report hag besn preparad by this iiomational Searching Authority and Is tranamitind to the applicant
acconding 1o Article 18, A copy is being tranemitiad 10 the Inlemedional Bureaw.

This intemational Search Feportconsissalatotsiof ____ 7 sheels.
[X] 1w also sccompaniad by a copy of each prior art docment cltad (n s report.

1. Basls of the report
& With regand o the the intemational ssarch was carded out on the basis of tha Intemational applcation in the
anguage in which i was flled, unioes otherwisa indicaied under this ltem.
O search was carried ot on the bixsla of a transistion of the intemational appiication fumished %o

The intermnational
this Authority (Rule 23.1(b)).
b. [X] With regard 1 any nuciectide sndior amino scid sequence disciosed in the inlemational appilcation, see Box Na |,

2 [X] cCertain ciaims were found unsesrchable (See Bow Ji).
3 [J unity of invention Is incking (see Box i},

4. Wit regard 1o the this,
[X] thetextis approved ae submitted by the applicant.
[]  thetexthas been sstabiishad by this Autharity 1o resd as follows:

5. Whh egand o the abetrect,
[C]  thetextin approved as submitied by the appiicant.

[X]  thetext has bean eatabilshed, according to Fuls 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month fram the date of maling of fhis inlemational saarch report, subwnit comments 10 this Authority.

8. Whh regavd 10 the drawings,
& thefigure of the drawings to be publishad with the abetract is Figure No.
[[] assuggestad by the sppticant
[[] ansslacted by mis Authorty, bacause the apphicant talled 1o suggest a figure.
[T] s selected by this Authorty, because this figure better charactartzes the imvention.
b. [X] noneof the figures is 1o be published with the abstrmct.

Form PCTASA/210 {first sheet) (January 2004)



IMemational appication No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004/011621

BoxNo.l  Niucleotids and/or amino acid sequance(a) (Continustion of tam 1.b of the firat sheet)

1. Wih regard to any nucieclide and’or amino acid sequenca disciosed in the intermational appiication and nacessary to the claimed
m.nuu:m“mmmommmhnd:

. ftypeof material
E a saquence listing
[]  tableta) relused 10 the sequence tating

b. fometof materal
E In writtan format
E In computer readable form

¢ time o MingMumishing
[]  contaned n the intemetional sppiication as fled
[]  me0topether wit the intomaticnal appacasion in computer reaciase form
[X]  aumisned subsequenty to this Authorty for the pumoss of sserch
2. [X] inaddton, inthe case that more than one veson or copy ot Nisting ancior table relating thareto hes been fied
of

or fumished, tha required statements that the irdormation in the su
application as fled or doss not go beyond the sppiicetion as flled, as appropriate, wem

3.  Additional commenis:

Form PCTASA/210 (continuation of first sheet (1)) (January 2004)



Iniemational application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2004/011621
Box |l Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of Hem 2 of first sheet)

This imemational Search Report has not been sstablished In respact of cariain claims under Article 17(2)(a) for the foliowing reasons:

1. [x] cisima hos.:

because they relate % subject matter not required to be ssarched by this Authority, namely:

Although claims 1-12, and 29 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the composition.

2. [ claime Noa.:

becauss thay reiate 1o parts of the intemational Application that do not comply with the prescribad requirements to such
an axient that no meaningful iIntermnational Setrch can be carmied oul, spacifically:

w | & [] come s
becauss thay are depandent claims and are not drefted in accordance with the second and thind sentences of Rule 8.4(a).

Box i) Observations where unily of invention Is lacking (Continuation of tem 3 of first sheet)

This Intemational Searching Authority found muitiple inventions In this Inlernational application, as follows:

1 anmmmmmmwwummwmmmu
ssarchable claims.

2 [] An o searchaiecima ook be searched whhoutefet Rsifying n ackone e, s Auioy i o e pymar
of any acditonsl fea.

3 A ofthe red additional ssarch faas he this intemational Search
[] Aa oy soma of e recuire adcltrad search taes wer tinaty pakd by the applcant Repert

<0

%E

required additional saarch fees were timaly fhe appiicant. Consequantly, this Intsmational Search Report ls
ummﬁmmmhmmumwmm:

Remark on Protest D Tha additional saarch fess were accompanied by the appiicant's protest.

Dmmmhwummm

Form PCTASA/210 (continuation of firet sheet {2)) (January 2004)
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Box No. IV  Text of the abstract {Continustion of Itam 3 of the first shest)

The invention relates to a combination therapy that finds utility in the
treatment or prophylaxis of infectius diseases, cancers, autolmmne diseases
and related conditions.

Form PCTASA/210 {contiruation of firet shest (3)) (Jarary 2004)
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8. AELDS SEARCHED

Minimum

documnemniation searched followed by clagliication
1PC 7 AGIK AGIP by oo

Decumantation saarchad other $han minimum documerriation fo the mxiant thet auch documants are includad in the fisids asarched

Elactronic date base consulied during tha Imfernational stanch (namne of data basy and, where paciicel, aearch tanme vad)
EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, EMBASE

C. DOCUMENTS CONBIDERED TO BE RELEVANT

Catagory * | Chation of documnent, with incication, where approprisie. of the relevant passages Relsvasyt to chaim No.

X W0 01/68896 A (THE BOARD OF TRUSTEES OF 1-35
THE LELAND STANFORD JUNIOR UNIVERSITY)
20 September 2001 (2001-09-20)

page 3, 1ine 32 - page 4, 1ine 6

page 6, 1ine 4 - page 7, 1ine 26

page 9, line 14 - Tine 31

page 14, 1ine 17 - 1ine 22

Y W0 99/51259 A (UNIVERSITY OF IOWA RESEARCH 1-35
FOUNDATION) 14 October 1999 (1999-10-14)
page 3, 1ine 25 - page 4, 1ine 14

page 5, 1ine 8 - line 20

page 7, 1ine 25 - page 26, line 30

page 30, Tine 32 - page 32, line 2

page 35, 1ine 12 - page 36, 1ine 5

page 41, line 29 - page 44, 1ine 13

./_
m Further documents are listad In the continuation of box C. D Patent iamily membars are listad In annex.
o s " i cocumt st i gt
A" mmuﬂﬂmﬁlndh an which Is not “-"mmhmwm uncariying the
"E" eariar document bul publishad on or alter the imamational *X* documant ol particular relevance: the ciasimed vantion
L m-iulnlmw hm ¥ mimm:agl.mh tahan
. on
which s chad © tha oum of documant of particular relevancs; the cisimed Invention
citation or oiher spacial resson (as spaciied) v wu’mnm:‘n‘m ap whan
0" document referring 1 an oral disclosure, use, exhibition or document lp combinad with ong or momne other such docu-
olher megns mana, such combinalion being cbvious 10 & parson Bk
*F* documant publishad prior 1 the intemations! faing date but ntheat
intar than the priority date claimed "$" documant masnber of the sema patent Samily
Dale of the actusl complation of the inlamational search Date ol maling of the lamafional saarch myort
20 May 2005 02/06/2005
Nama and maiing ackiress of the ISA Authorized olicer
Eurcpean Patent Office, P.B. 5818 Patantisan 2
g,
T oy |- 31 881 w0, Montero Lopez, B

Form PCYABAING {ascond sheel) (Jenusry 2004)
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C{Continuption) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Chation of documant, with Indication, whars sppropriats. of the iesvers passages

Relovant 1o clalm No.

Y

P.X

W0 99/56775 A (AKZ0 NOBEL N.V.)

11 November 1999 (1999-11-11)
cited in the application

the whole document

W0 98/16247 A (THE REGENTS OF THE
UNIVERSITY OF CALIFORNIA)

23 April 1998 (1998-04-23)

cited in the application

page 10, 1ine 3 - page 12, 1ine 14
page 14, line 21 - page 18, line 18
page 19, line 1 - page 21, 1ine 14

Y LI ET AL.: "IL-18 gene therapy develops
Thl-type immune responses in Leishmania
major-infected BALB/c mice: is the effect
mediated by the Cpé signaling TLR9?"

GENE THERAPY,

vol. 11, 2004, pages 941-948, XP002328862
abstract

page 943, right-hand column, paragraph 4 -
page 946, right-hand column, paragraph 3

1-35

1-35

1,5-14,
17-25,
28-31,
33-35
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WO 0168896 A 20-09-2001 AU 4541401 A 24-09-2001
WO 0168896 Al 20-09-2001
US 2001044418 Al 22-11-2001
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AU 3467899 A 25-10-1999
CA 2323929 Al 14-10~1999
EP 1067956 A2 17-01-2001
JP 2002510644 T 09-04-2002
NO 9951259 A2 14-10-1999
Us 6218371 Bl 17-04-2001
US 2002064515 Al 30-05-2002
WO 9956775 A 11-11-1999 AU 3827699 A 23-11-1999
CA 2328059 Al 11-11-1999
W0 9956775 Al 11-11-1999
EP 1075275 Al 14-02-2001
JP 2002513547 T 14-05-2002
WO 9816247 A 23-04-1998 AT 292980 T 15-04-2005
AU 4992197 A 11-05-1998
AU 768178 B2 04-12-2003
AU 6877601 A 22-11-2001
CA 2263825 Al 23-04-1998
DE 69733020 D1 19-05-2005
EP 0930893 Al 28-07-1999
JP 2001503254 T 13-03-2001
WO 9816247 Al 23-04-1998
us 6610661 Bl 26-08-2003
US 2003232780 Al 18-12-2003
US 2004006010 Al 08-01-2004
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

Dela
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 3
Para: PCT
OPINION ESCRITADELA
ver forma PCT/ISA/220 | AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
(PCT Regla 43bis.1)
Fecha de correo
(dia/mes/ano) ver forma PCT/ISA /210 (segunda hoja)
Registro de referencia del solicitante | PARA FUTURAS ACCIONES
o agente Ver pérmafo 2 a continuacién
ver forma PCT/ISA /220
Solicitud Internacional No. Fecha de registro internacional Fecha de prioridad
(dig/mes/aiio) (dig/mes/ario)
PCT/EP2004/011621 11.10.2004 13.10.2003
Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o clasificacién nacional e IPC
A61K39/39, A61P35/00
Solicitante
GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS SA
1. Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los siguientes ftems:
B CasillaNo.I  Basesde la opinién
[0 CasillaNo.II  Prioridad
BJ CasillaNo.I No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial
[0 CasillaNo.IV Falta deunidad de invencién
B CasillaNo.V  Afirmacién razonada de conformidad con Ia Regla 43bis.1{a)(i) con

[0 CasillaNo. VI

2. ACCIONES FUTURAS

respecto & novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién
Ciertos documentos citados
BJ CasillaNo. VI Ciertos defectos en la solicitud internacional

X CasillaNo. VI Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

Si se hace una demanda para examen preliminar internacional, esta opinién generalmente serd
considerada como una opinién escrita de la Autoridad Examinadora Preliminar (“IPEA"). Sin
embargo, esto no aplica cuando el solicitante escoge una Autoridad diferente a ésta para que sea Ia
IPEA y Ia IPEA escogida le ha notificado a la Oficina Internacional de conformidad con la Regla
66.1bis(b) que no se considerarin las opiniones escritas de esta Autoridad de Bisqueda
Internacional.

Si esta opinidn es, segdn se estipula anteriormente, considerada una opinién escrita de la IFEA, se
invita al solicitante a presentar ante la IPEA una respuesta escrita junto, cuando sea apropiado, con
modificaciones, antes de la fecha de expiracién de tres meses desde la fecha de envio por correo de la
Forma PCT/ISA/220 o antes de la fecha de expiracién de 22 meses desde la fecha de prioridad, la
que expire més tarde.

Para opciones futuras, ver la Forma PCT/ISA/220.

3. Para detalles adicionales, ver las notas a la Forma PCT/ISA/220.

Fax: +31 70 340 - 3016

Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl

Nombre y direccién de correo de la ISA: Funcionario Autorizado
Oficina Europea de Patentes - P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas Montero Lopez, B

Teléfono No. +31 70 340-3739

Forma (PCT/ISA/237) (Cardtuls) (Enero 2004)
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OPINION ESCRITADE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2004/011621

Casilla No. L. Bases de la opinién

1. Respecio al idioma, esta opinidn se ha establecido segiin la solicitud internacional en el idioma en el cual se
presentd, a menos que se indique de otro modo bajo este ftem.

[] Esta opinién se ha establecido segiin una traduccién del idioma original al siguiente idioma  , que es el
idioma de una traduccién proporcionada para la biisqueda internacional (bajo las Reglas 12.3 y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nuclestido y/o secuencla aminoicida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segtin:

a. tipo de material:

B4 un listado de secuencia
{{] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

£ en formato escrito
<l en formato legible por computador

c. iempo de presentacién/suministro:
[] contenido en 1a solicitud internacional segin se registro.
E registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la biisqueda..

3. P Ademis, en el caso en que mds de una versién o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aguella en la solicitud segin se presentd o no va mis alld
de la solicitud segiin se registrd, segdn lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:
ver hoja separada

Forma PCT/ISA /237 (Enero 2004)
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OPINION ESCRITADE LA Solicitud Internacional No.
* AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2004/011621

Casilla No. III No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, comprender un nivel inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a: '

[ roda la solicitud internacional,
B4 reivindicaciones Nos. 1-12 y 29 con respecto a aplicabilidad industrial

Porque:

B4 dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 1-12 y 29 con respecto a aplicabilidad industrial
se refieren a la siguiente materia objeto Ia cua! no requiere un examen preliminar internacional (especifique):
ver hoja separada

[[] 1a descripcién, reivindicaciones o dibujos (indigue los elementos particulares a continuacidn) o dichas
reivindicaciones Nos. son tan poco claros que no se podria formar una opinion significativa (especifique):

] las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos.  son sustentadas tan inadecuadamente por la descripcién
que no se podria formar una opinién significativa.

] no se ha establecido ningiin reporte de biisqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos.

[J El nucleétido y/o lista de secuencia aminodcida no cumple con el esténdar proporcionado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas en que:

la forma escrita [ no se ha proporcionado
. [ no cumple con el estdndar
el formato legible por computador  {"] no se ha proporcionado
] no cumple con el esténdar
[] las tablas relacionadas con el nucledtido y/o lista de secuencia aminodcida, si estin en formato legible por

computador dnicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[ Ver 1a hoja separada para mis detalles

Forma PCT/ISA/237 (Enero 2004) )



OPINION ESCRITA DELA Solicitud Internacional No. ‘f
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2004/011621

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo 1a Regla 43bis.1(a)(l) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaclones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Declaracién
Novedad (N) Si: Reivindicaciones 3,4, 10-12
No: Reivindicaciones 1, 2, 5-9, 13-35
Nivel Inventivo (IS) Sit Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-35
Aplicabilidad Industrial (IA) Si:  Reivindicaciones 13-28, 30-35

No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Casilla No. VII Ciertos defectos en la solicitud internacional

Han sido notados los siguientes defectos en la forma o contenidos de 1a solicitud internacional:

ver hoja separada

Casilla No. VII Ciertos defectos en la solicitud intemacional

Las siguientes observaciones sobre la claridad de las reivindicaciones, descripcién, y dibujos o sobre la pregunta si las
reivindicaciones estin totalmente soportadas por la descripcién, son hechas:

ver hoja separada
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OPINION ESCRITADELA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/EP2004/011621
Re Item I
Bases del reporte

1. El listado de secuencias radicado posteriormente con la carta de 24.3.2005 no forma parte de
los documentos de la solicitud.

Re Item III
No establecimiento de opini6n con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicabilidad
industrial

1. Las Reivindicaciones 1-12 y 29 se relacionan con la materia objeto considerada por esta
Autoridad como cubierta por las provisiones de la Regla 67.1(iv) PCT. En consecuencia, no se
formulard opinién con respeto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de estas
reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(I) PCT).

Re Item V
Declaraci6n razonada con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que soportan dicha declaracién

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 01/68896 A (THE BOARD OF TRUSTEES OF THE LELAND STANFORD
JUNIOR UNIVERSITY) Septiembre 20 de 2001 (2001-09-20)

D2: WO 99/56775 A (AKZO NOBEL N.V.) Noviembre 11 de 1999 (1999-11-11)

D3: WO 99/51529 (THE UNIVERSITY OF IOWA RESEARCH FOUNDATION) Octubre 14
de 1999 (1999-10-14)

1. La presente solicitud est4 relacionada con el efecto adyuvante sinergistico del IL-18 y un
oligonucle6tido CpG. Se reivindica la composicién que comprende IL-18, un antigeno y un
adyuvante de CpG, asf como su uso para mejorar una respuesta inmune y para el tratamiento del
céncer.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 1) (EPO-Enero 2004)
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AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.

(HOJA SEPARADA) PCT/EP2004/011621

2. El Documento D1 revela el tratamiento de reacciones alérgicas y el asma con una composicion
de vacuna que comprende un péptido de fusibn de IL-18 y un antfgeno (pégina 3,
linea 32 - pigina 4, linea 6). El antigeno puede ser un antigeno bacteriano, viral, protozoos o
asociado a tumor (pdgina 7, lineas 17-26). Ademis, la composicién puede comprender un
adyuvante de CpG (pédgina 9, lineas 14-31). La protefna de fusiéon puede ser formulada con un
adyuvante como QS21 y en las formulaciones farmacéuticas actuales (pagina 14, linea 17 - pagina
15, linea 23). Las reivindicaciones 1, 2, 5-9, 13-35 por lo tanto, no son novedosas y no cumplen
con los requerimientos del Articulo 33(2) PCT.

21. Las Reivindicaciones 3 y 4 se refieren al uso de la composicién para reducir la
severidad del cdncer en un paciente. Tal uso particular no es especificado en D1. Sin
embargo, como D1 cita antigenos de tumor, como antigenos posibles a ser incluidos en la
composicién inmunogénica, serfa obvio para el experto que la composicién de D1 se
pueda usar para el tratamiento del céncer cuando se formula con un antigeno de tumor.
Las Reivindicaciones 3 y 4, por lo tanto, no involucran un nivel inventivo y no cumplen
con los requerimientos del Articulo 33(3) PCT.

2.2. Las Reivindicaciones 10-12 se refieren a caracterfsticas especificas del adyuvante de
CpG que el experto determinarfa de acuerdo con las circunstancias, sin necesidad de
aplicar un nivel inventivo. Las Reivindicaciones 10-12, por lo tanto, no cumplen con los
requerimientos del Articulo 33(3) PCT.

3. El Documento D2 revela composiciones inmunogénicas que comprenden IL-18 como un
adyuvante de vacuna (pdgina 2, Gltimo pérr. - pdgina 3, péarr. 2). Los vehfculos farmacéuticos
actuales estdn revelados (pégina 4, pérr. 3) y el agente activo puede ser un antigeno de origen
viral, bacteriano o parasitico (pAgina 5, parr. 3). A laluz de D2, el problema a resolver consiste en
la provision de una composicién inmunogénica mejorada. La solucién proporcionada por el
solicitante consiste en la inclusién de CpG, que parece tener un efecto adyuvante sinergfstico con
IL-18 como se muestra en el Ejemplo II de la solicitud. Esta solucién no puede considerarse que
involucra un nivel inventivo (Articulo 33(3) PCT) porque el efecto adyuvante sinergfstico de las
citocinas y CpG ya se ha mostrado en D3. Se da una lista no limitante de citocinas empleadas
para este propdsito (IL-1, IL-2, IL4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15...) en la p4gina 11, lineas
17-27. El experto considerarfa inevitablemente incluir CpG en la composicion de D2 para
proveer un efecto adyuvante sinergfstico con IL-18. Por lo tanto, las reivindicaciones 1-35 carecen
de nivel inventivo y contravienen los requerimientos del Articulo 33(3) PCT.

Forma PCT/ISA /237 (Hoja Separada) (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.

(HOJA SEPARADA) PCT/EP2004/011621

4. Para la evaluacion de las presentes reivindicaciones 13-28 y 30-35 acerca de la pregunta si son
aplicables industrialmente, no existe un criterio unificado en los Estados Contratantes de PCT.
La patentabilidad también puede depender de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO,
por ejemplo, no reconoce como industrialmente aplicable la materia objeto de las
reivindicaciones para el uso de un compuesto en el tratamiento médico, pero pueden permitir,
sin embargo, reivindicaciones para un compuesto conocido para primer uso en un tratamiento
médico y el uso de dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento para un nuevo
tratamiento médico.

Re Item VII
Ciertos defectos en la solicitud internacional

1. La Reivindicacién 12 se refiere al “oligonucledtido inmunoestimulador”. En las
reivindicaciones anteriores, este componente ha sido designado, sin embargo, como el
“adyuvante de CpG”. Se debe usar una terminologfa consistente en todas las reivindicaciones
para designar las mismas caracterfsticas.

2. El Ejemplo III indica un experimento en el cual los ratones con un tumor son separados en 4
grupos a ser tratados respectivamente con PBS, IL-18, protefna Mage3 y una combinacion de la
vacuna con IL-18. Sin embargo, los resultados del experimento no se muestran.

3. Contrario a los requerimientos de la Regla 5.1(2)(ii) PCT, la técnica precia relevante revelada
en los documentos D1 y D3 no se menciona en la descripcién, ni estos documentos son
identificados allf.

Re Item VIII
Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

1. La expresién relativa “cantidad segura y efectiva” en las reivindicaciones 1 2 3 no tiene un
significado bien reconocido, siendo determinadas de acuerdo a las circunstancias, y por lo tanto,
deja al lector en duda en cuanto al significado de las caracterfsticas técnicas a las cuales se refiere,
haciendo asf que la definicién de la materia objeto de dichas reivindicaciones no sea clara,
Articulo 6 PCT..
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OPINION ESCRITA DELA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/EP2004/011621

3

2. Los términos “fragmento bicactivo”, “variante” y “derivado” usados en las reivindicaciones
1-8, 13, 15-18, 25-27, 30, 31, 33 y 34 son vagos y no claros y dejan al lector en duda en cuanto al
significado de las caracterfsticas técnicas a las cuales se refieren, haciendo asf que la definicién de
la materia objeto de dichas reivindicaciones no sea clara, Articulo 6 PCT.

3. Las expresiones “separadamente” y “secuencialmente” en las reivindicaciones 5, 13 y 25 no
son claras porque no es posible determinar el lapso de tiempo entre dos eventos para ser
definidos como secuenciales o separados (Articulo 6 PCT).

4, La expresion “condiciones relacionadas” en las reivindicaciones 13, 30 y 31 es vago y no claro,
y deja al lector en duda en cuanto al significado de las caracteristicas técnicas a las que se refiere,
haciendo asf que la definici6én de la materia objeto de dichas reivindicaciones no sea clara,
Articulo 6 PCT.
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2004/0116821

Box No.! Basis of the opinion

1. With regard 1o the language, this opinion has been sstablighed on the basis of the international application in
the language in which E was filed, uniess otherwise indicated under this item.

0 This opinion has been established on the basis of a tranalation from the ariginal tanguage into the following
language , which is the language of a translation fumished for the purposes of intemational search
{under Rules 12.3 and 23_1(b)).

2. With regard io any nucleotide andor amino acid sequence disciosed in the intemational application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
B asequence listing
O tabie(s) related to the sequence listing
b. format of matertal:
2 in written format
B in computer readabie form
¢. time of filingfumishing:
O contained in the intemational application as filed.
O filed ingether with the intemational application in computer readable form.
B fumished subsequently to this Authorily for the purposes of search.

3. B In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence Egting andbr table relating thereto
has been filed or fumished, the required statements that the Information in the subsequent or additional
copies Is Identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriste, were fumished.

4. Additional comments:

#90 seperate shoet
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WRITTEN OPINION OF THE Imemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2004011621

Box No. lll Non-establishment of opinlon with regard to noveity, iInventive step and Industrial
spplicsbility

The questions whether the claimed invention appears to be novel, o invoive an Inventive atsp (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

O the entire international appiication,

claims Nos. 1-12 and 29 with respect to industrial applicabfiity

because;

the sald intemational application, or the sald claims Nos. 1-12 and 29 with respect fo industrial
applicability relate to the folowing subject matter which does not require an international preliminary

examination (spacily):
se0 separate sheot

the description, claims or drawings (indicate particular slements beiow) or said claima Nos.  are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

no International search report has been estabiished for the whole application or for said claims Nos.

the nucleotide andbr amino ackd sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O has not been fumished
OO0 does not comply with the standard
the computer readableform [  hag not been fumighed
0 does not comply with the standand
the tables reiated to the nucleotide andor amino acid sequence listing, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for m Annex C-bis of the Administrative Instructions.

Seo separate sheet for further details

Form PCTISA/ 237 (January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2004011621

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1{a){l) with regard to novefty, inventive step or
industrial spplicabliity; citstions and explanstions supporting such statement

1. Statement
Noveity (N) Yes: Claims 3,4,10-12
No. Claims 1,2, 59,1335
Inventive step (IS) Yos: Claims
No: Claims 1-35
Industrial applicabiity (LA) Yes: Claims 13-28, 30-35

No: Claimg

“r 2 Chations and explanations
sco separate shoet

Box No. VII Certain defects In the International applicstion
The foliowing defects in the form or contents of the intemational application have been noted:
s60 scparate shoot

Box No. Vil Certaln observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

- 800 soparate sheet

Form Pcusn;m (danuary 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/011621

He item |
Basls of the report

1. The sequence listing subsequently filed with the letter of 24.3.2005 does not form part of
the application documents.

Reftem il
Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial

applicabliity

1. Claims 1-12 and 29 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered
by the provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
reépoct to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article
34(4)(a)(l) PCT).

BeltemV
Reasoned statement with regard to noveity, Inventive step or Industrial applicabllity;
citations and explanations supporting auch statement

Reference is made to the following documents:

D1: WO 01/68896 A (THE BOARD OF TRUSTEES OF THE LELAND STANFORD
JUNIOR UNIVERSITY) 20 September 2001 (2001-09-20)
D2: WO 89/56775 A (AKZO NOBEL N.V.) 11 November 1999 (1999-11-11)
D3: WO 99/51259 A (UNIVERSITY OF IOWA RESEARCH FOUNDATION) 14
October 1999 (1998-10-14)

1. The present application relates to the synergistic adjuvant effect of IL-18 and a CpG
oligonucieotide. Composition are claimed comprising IL-18, an antigen and a CpG
adjuvant as well as their use for enhancing an immune response and for cancer treatment.

Form PCTASA/23T (Sapsrxia Shaet) (Shest 1) (EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING
_AUTHORITY (SEPARATE SHEET) . PCT/EP2004/011621

2. Document D1 discioses the treatment of allergic reactions and asthma with a vaccine
composltlon comprising a fusion peptide of IL-18 and an antigen (page 3, line 32 - page 4,
line 6). The antigen may be a bacterial, viral, protozoal or tumour associated antigen (page
7, lines 17-26). In addition the composition may comprise a CpG adjuvant (page 9, lines
14-31). The fusion protein may be formulated with an adjuvant as QS21 and in current
pharmaceutical formulations (page 14, line 17 - page 15, line 23). Claims 1, 2, 5-9, 13-35
are therafore not novel and do not comply with the requirements of Article 33(2) PCT.

2.1. Claims 3 and 4 refer to the use of the composition for reducing the severity of
cancer in a patient. Such particular use is not specified in D1. However, since D1
recites tumour antigens as possible antigens to be included in the immunogenic
composition, it wouid be obvious for the skilled person that the composition of D1
may be used for cancer ireatment when formulated with a tumour antigen. Claims 3
and 4 therefore do not involve an inventive step and do not comply with the
requirements of Article 33(3) PCT.

2.2. Claims 10-12 refer to specific features of the CpG adjuvant which the skilled
person woukl determine according to the circumstances without the need of applying
an inventive step. Claims 10-12, therefore, do not fulfill the requirements of Article
33(3) PCT.

3. Document D2 discloses Immunogenic compositions comprising IL-18 as vaccine
adjuvant (page 2, last par. - page 3, par. 2). Current pharmaceutical cariers are disclosed
{page 4, par. 3) and the active agent can be an antigen of viral, bacterial or parasitic origin
(page 5, par. 3). In the light of D2, the problem to be solved consists in the provision of an
improved immunogenic composition. The solution pravided by the applicant consists in the
inclusion of CpG, which appears to have a synergistic adjuvant effect with IL-18 as shown
in Example I} of the appiication. This solution cannot be considered as invoiving an
Inventive step (Article 33(3) PCT) since the synerglstic adjuvant effect of cytokines and
CpG has been already shown in D3. A non-limiting list of cytokines employed for this
purpose (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15 ...) Is given in page 11, lines
17-27. The skilled person would inevitably consider to include CpG in the composition of
D2 to provide a synergistic adjuvant effect with IL-18. Therefore, claims 1-35 lack inventive
step and contravene the requirements of Article 33(3) PCT.
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INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2004/011621

4. For the assessment of the present claims 13-28, and 30-35 on the question whether
they are Industrially applicable, no unified criterla exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to the
use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a known com-
pound for first use in medical treatment and the use of such a compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Ba ltem Vil
Certain defects in the Intemational application

1. Claim 12 refers to the "immunostiimulatory oligonuclectide”. In the previous claims, this
component has been however designated as the "CpG adjuvant”. A conslistent terminology
should be used throughout the claims to designate the same features.

2. Example lll sets out an experiment in which mice with a tumour are separated in 4
groups to be treated respectively with either PBS, IL-18, Mage3 protein and a combination
of the vaccine with 1L-18. However, the results of the experiment are not shown.

3. Contrary to the requirements of Rule 5.1(a)(ii) PCT, the relevant background art
disclosed in the documents D1 and D3 is not mentioned in the description, nor are these
documents identified therein.

Ba Item Vil
Certain observations on the Intemational application

1. The relative expression "safe an effective amount" in claims 1 and 3 has no well-
recognised meaning, belng determined acconding to the circumstances, and therefore, It
leaves the reader in doubt as to the meaning of the technical features to which It refers,
thereby rendering the definition of the subject-matter of said claims unclear, Article 6 PCT.

Farm PCT/ISA/237 (Separuin Shest) (Bhest 3) (EPO-January 2004)
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2. The terms "bloactive fragment®, "variant® and "derivative" used in claims 1-8, 13, 15-18,
25-27, 30, 31, 33, and 34 are vague and unclear and leave the reader in doubt as to the
meaning of the technical features to which they refer, thereby rendering the definition of
the subject-matter of said claims unclear, Article 6 PCT.

3. The expressions "separately” and "sequentially” In claims 5, 13, and 25 are unclear as it
is not possible to determine the lapse of time between two events to be defined as
sequential or separate (Arlicle 6 PCT).

4. The expression “related conditions® in claims 13, 30, and 31 is vague and unclear and

- leaves the reader in doubt as to the meaning of the technical features to which it refers,

theraby rendering the definition of the subject-matter of said claims unclear, Article 6 PCT.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-January 2004)



COMPOSICIONES INMUNOGENICAS
RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

5. La presente Invencién se refiere a una terapla de
combinacién que encuentra utilidad en el tratamiento o
profilaxis de enfermedades infecciosas, canceres,

enfermedades auto-inmunes y padecimientos relacionados.
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COMPOSICIONES INMUNOGENICAS

Campo de la Invenclén

La presente invencién se reflere a una terapia de
combinacién que encuentra utilidad en el tratamiento o
profilaxis de enfermedades infecclosas, cénceres,
enfermedades auto-inmunes y padecimientos relaclonados. En
particular, la terapila de combinacién comprende Ia
administracién de una citocina TH-1, en particular IL-18, y
una composicién Inmunogénica, en particular, una vacuna que
comprende un antigeno y un adyuvante CpG. En particular, la
presente Invenclén se refiere al uso de la IL-18 o un
fragmento bloactivo o variante de la misma y una composiclén
inmunogénica que comprende un antigeno asociado con el
tumor y un adyuvante CpG, para el tratamiento de lesiones
preneoplasticas o cancer. La invencién se reflere ademas a
preparaciones combinadas y equipos farmacéuticos
adecuados para utilizarse de acuerdo con |a presente
invencion. Estos métodos de tratamiento y preparaciones
farmacéuticas son especialmente (tiles para el estimulo de
una respuesta inmune adecuada para aplicaciones
profilacticas e inmunoterapéuticas, especialmente para la
prevencién y/o tratamiento de tumores.

Anteced vencion

El c&ncer es una enfermedad que se desarrolla de una
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sola célula debido a los cambios geneéticos. A pesar de las
enormes inversiones de recursos financleros y humanos, el
cancer continda slendo una de las causas pricipales de la
muerte. La deteccidon clinica de estos tumores ocurre la
mayoria de las veces, en una etapa relativamente tardia de la
enfermedad, cuando el tumor primario puede ser extirpado
mediante cirugla, y cuando ya ha ocurrido la existencla de
micro metastasls asentadas en diferentes érganos. A pesar de
los avances considerables en el entendimiento de Ilos
mecanismos que conducen al cancer, ha habido poco
progreso en la terapia de los canceres metastaticos y para
prevenir el progreso de los tumores en etapas tempranas
hacia lesiones més malignas y metastaticas. La quimloterapla
con frecuencia no elimina completamente estas células, las
cuales entonces permanecen como una fuente de enfermedad
recurrente.

Las citocinas del tipo TH-1, por ejemplo, IFN-y, TNFa,
IL-2, IL-12, IL-18, etc, tienden a favorecer la induccién de las
respuestas inmunes portadas por las células a un antigeno
administrado. En contraste, los niveles altos de clitocinas del
tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5, -6 e IL-10) tienden a
favorecer la inducclén de respuestas inmunes humorales. La
interleucina-18 (IL-18), tamblén conocida como el factor
inductor del Interferon-gama (IFNg), ha sido descrita como

una cltocina pleotrépica con efectos Inmuno-reguladores que
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estimulan el propio sistema inmune del paciente contra la
enfermedad (por ejemplo, el cancer). La IL-18 es expresada
de manera temprana en la respuesta inmune y acttia tanto en
las respuestas inmunes celulares como humorales y conduce
a las respuestas hacia un mejor perfil del tipo TH-1. Se ha
producido mediante .células que presentan un antigeno
activado y se ha reportado que tienen varlas bioactividades,
especificamente para promover la diferenciaciéon de las
células naturales CD4 T en las células Th1, de estimular las
células exterminadoras naturales (NK), las células
exterminadoras naturales T (NKT) y para inducir Ila
proliferacién de las células T activadas, predominantemente
células T citotdéxicas (del fenotipo CD8+) que secretan el
interferon gama (IFN-gama) (Okamura H. et al. 1998, Adv.
Immunol. 70: péaginas 281 a 312). La IL-18 también es
portadora de la muerte del tumor inducida por Fas, promueve
la producciéon de IL-ta y GMCSF, y tiene una actividad anti-
angiogénlca.

La IL-18 tilene la capacidad de estimular la Inmunidad
innata de ambas respuestas portadas por las células Th1- y
Th2-. En la presencia de la IL-12, la IL-18 puede actuar en
las células Th1, células T no polarizadas, células NK, células
B y células dendriticas para producir el IFNg. Sin |la ayuda de
la IL-12, la 1L-18 tiene el potencial de inducir !a produccién

de IL-4 e IL-13 en las células T, células NK, células de
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mamas y basoéfilos.

La IL-18 ha mostrado que induce la regresién del tumor,
a través de l|a producciébn de I|IFN-gama, el cual es un
componente critico de las respuestas inmunes enddégenas y
antitumor inducidas por la citocina. Se ha demostrado la
eflcacia en diferentes modelos de tumores de animales (Jonak
Z ot al. 2002, J. Immunother. 25, paginas $20-5S27; Akamatsu
S; et al. 2002, J. Immunother. 25, péaginas $28-534). Se han
descrito composiciones que comprenden la IL-18 combinada
con otros agentes, en particular la IL-18 en combinacién con
agentes quimioterapéuticos (Patente Norteamericana No.
6.582,689). La IL-18 también ha sido descrita como que actla
como un adyuvante para l|las vacunas (Documentos WO
99/56775; WO 03/031568).

Los oligonucledtidos que contienen CpG, (en los cuales
el dinucledétido CpG es no metilado) también Inducen una
respuesta predominantemente Th1. Dichos oligonucleétidos
son bien conocidos y se describen, por ejemplo, en los
Documentos WO 96/02555, WO 99/33488 y las Patentes
Norteamericanas Nos. 6,008,200 y 5,856,462. Las secuencias
de ADN inmunoestimulantes también han sido descritas, por
ejemplo, por Sato et al., en Science 273: pagina 352, 1996.
Los oligonucledtidos Inmunoestimulantes que contienen
dinucleétidos CpG no metilados ("en lo sucesivo CpG") son

conocidos en la técnica como que son adyuvantes cuando son
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administrados, tanto por rutas en la mucosa como sistémicas
(Documentos WO 86/02555, Patente Europea EP 468520,
Davis et al., J.Immunol, 1998, 180(2): péaginas 870 a 8786;
McCluskie y Davis, J.Immunol., 1898, 161(9): paginas 4483 a
4466). CpG es una abreviatura para los patrones del
dinucleétido de citocina-guanosina presentes en el ADN.
Histéricamente, se ha observado que la fraccion de ADN del
BCG podria ejercer un efecto anti-tumor. En estudios
adicionales, los oligonucledtidos sintéticos derivados de las
secuencias del gen BCG mostraron tener la capacidad de
inducir efectos Inmunocestimulantes (tanto in vitro como In
vivo). Los autores de estos estudios concluyeron que ciertas
secuencias palindromicas, que incluyen un patron CG central,
portan esta actividad. El rol central del patrén CG en Ia
inmunoestimulacién fue evidenciado después en una
publicacién de Krieg, en Nature 374, pagina 546, 1985. EI
andlisls detallado ha mostrado que el patréon CG tlene que ser
en un cierto contexto de secuencia, y que dicha secuencia es
comlin en el ADN bacteriano, pero es rara en el ADN de
vertebrados. La secuencia inmunoestimulante es
frecuentemente de: Purina, Purina, C, G, pirimidina,
pirimidina; en donde el patrén CG del dinucledtido no es
metilado, pero otras secuencias CpG no metliadas son
conocidas como que son Inmunoestimulantes y pueden ser

utilizadas en la presente invencion.
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En ciertas combinaciones de seis nucledtidos esta
presente una secuencia palindrémica. Varlos de estos
patrones, ya sea como repeticiones de un patrén o una
combinacién de patrones diferentes, pueden estar presentes
en el mismo oligonucleétido. La presencla de una o mas de
estas secuencias Inmunoestimulantes que contienen
oligonucleétidos puede activar varlos subconjuntos inmunes,
incluyendo las células exterminadoras naturales (las cuales
producen el Interferon y y tienen una actividad citolitica) y los
macréfagos (Wooldrige et al Vol 89 (no. 8), 1877). Aunque
otras secuencias que contlenen el CpG no metllado que no
tienen esta secuencla de consenso ahora han mostrado
también ser inmuno-reguladoras.

El CpG cuando es formulado en vacunas, generalmente
es administrado en una solucién libre junto con un antigeno
llbre (Documento WO 96/02555; McCluskie y Davls,
menclionado anteriormente) o conjugado de manera covalente
a un antigeno (Publicaciébn PCT No. WO 98/18247), o
formulado con un portador, tal como hidréoxido de aluminio
(antigeno de la superficie de hepatitis) Davis et al.,
menclonado anterlormente; Brazolot-Millan et al., Proc. Natl.
Acad.Scl., EUA, 1998, 95(26), paginas 15553 a 15558).

La presente invencién se reflere al descubrimlento
sorprendente de que l|a administracién combinada de la

citocina TH-1 tal como IL-18 y de wuna composicién
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Inmunogénica que comprende un antigeno y un adyuvante
CpG es extremadamente potente y proporciona la profilaxis o
el tratamiento bien tolerado o eficiente de enfermedades
infecciosas, enfermedades neoplasticas, metastéticas
primarlas (por eJemplo, canceres), enfermedades autoinmunes
y padecimientos relaclonados, y es particularmente efectivo,
para inhibir la proliferacion de las células cancerosas
humanas que expresan un antigeno asociado con el tumor.
Sumario de la Invencién

Por consiguiente, se proporciona un método para
evidenclar una respuesta Inmune mejorada a un antigeno en
un paciente, el cual comprende la administracién al paciente
de una cantidad segura y efectiva de i) una composiclén
inmunogénica, en particular una vacuna, que comprende un
antigeno o un derivado inmunogénico del mismo y un
adyuvante CpG y Ili) un polipéptido IL-18 o fragmento
bloactivo o variante del mismo. En otra modalidad, la
presente invencidén proporciona un método para reducir la
severidad de un céancer en un paciente, que incluye el
tratamiento de tumores previamente establecidos (tumores
primarios y tumores metastaticos) o de prevenir las
recurrencias de céncer, comprendiendo dicho método Ia
administraciéon al paciente que lo necesita de una cantidad
segura y efectiva de 1) un polipéptido IL-18 o fragmento

bioactivo o variante del mismo, ({i) una composiciéon
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inmunogénica, en particular una vacuna, que comprende un
antigeno o un derivado Inmunogénico del mismo y un
adyuvante CpG.

En una modalidad, el polipéptido IL-18 es un polipéptido
mirido, o un polipéptido IL-18 humano o un fragmento
bioactivo o variante del mismo. En otra modalidad, el
antigeno es un antigeno asociado con el tumor. Por
consiguiente, en una modalidad, la presente invenciétn se
reflere a un método para reducir la severidad de un cancer en
un paciente, que incluye el tratamiento de tumores
previamente establecidos (tumores primarios y tumores
metastaticos) o prevenir de las recurrenclas del cancer,
particularmente el carclnoma de mama, el pulmén,
(particularmente el carcinoma del pulmén de células no
pequefias), melanoma, el carcinoma colo-rectal, del ovario, de
las préstata, vejlga, escamoso de cabeza y cuello, géstrico y
otros carcinomas Gl (gastrointestinales), en particular, el
cancer del weso6fago, Ileucemia, IlInfomas, mielomas,
plasmacitomas, comprendien'do dicho método la
administracién al mamifero de 1|) una composicién
inmunogénica, en particular una vacuna, que comprende un
antigeno asociado con e! tumor o un derivado Iinmunogénico
del mismo y un adyuvante CpG vy ii) el polipéptido IL-18 o un
fragmento bioactivo o variante del mismo.

La presente Iinvencién tamblén se reflere a una
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preparacién combinada que comprende como Iingredientes
activos los siguientes componentes Individuales: (1) un
polipéptido IL-18 o fragmento bloactivo o varlante del mismo y
(2) una composicibn Inmunogénica que comprende un
antigeno y un adyuvante CpG, siendo los ingredlentes activos
para el uso simultaneo, separado o consecutivo para la
profilaxis y/o tratamlento de enfermedades Infeccliosas,
cancer, incluyendo tumores primarios y tumores metastaticos,
enfermedades autoinmunes y padecimientos relacionados. En
una modalidad |la composiclén Iinmunogénica dentro de Ila
preparacién combinada contiene un quimico adiclonal
inmunoestimulante seleccionado del grupo consistente de:
3D-MPL, QS21, una mezcla de QS21 y colesterol, hidroxido
de aluminio, fosfato de aluminio, tocoferol y una emulsién de
aceite en agua o una combinacién de dos o mas de dichos
adyuvantes. Por ejemplo, el adyuvante adiclonal es una
saponina, por ejemplo QS-21.

En un aspecto relacionado I|a presente invencidn
también proporciona un equlpo farmacéutico que comprende
como ingredientes activos los siguientes componentes
individuales: (1) un polipéptido IL-18 o fragmento bioactivo o
variante del mismo, (2) una composiclén inmunogénica que
comprende un derivado del antigeno o Inmunogénico del
mismo y un adyuvante CpG, siendo los Ingredientes activos

para el uso simultaneo, separado o consecutivo para la
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profilaxis y/o tratamiento de enfermedades Infecciosas,
céancer, incluyendo tumaores primarios y tumores metastaticos,
y enfermedados autolnmunes.

La presente invencién se refiere ademas al uso de (1)
un polipéptido IL-18 o fragmento biocactivo o variante del
mismo y (2) una composicién inmunogénica que comprende un
antigeno o derivado inmunogénico del mismo y un adyuvante
CpG, en la manufactura de un medicamento para lograr una
respuesta inmune protectora o reducir la severidad de una
enfermedad en un paciente, administrando a dicho paciente
una cantidad efectiva y segura de ambos componentes.

La presente Invencién se refiere ademéas a procesos
para elaborar dichas composiciones iInmunogénicas, al uso de
dichas composiciones para la prevenciéon y/o el tratamliento de
enfermedades, en particular, el céncer y al uso de dichas
composiciones para inhiblr el crecimiento de tumores y

células cancerosas en los mamliferos, incluyendo ios

humanos.
Descripclén Detajlada de la invenclén

En una forma de la presente invencion, el adyuvante
CpG dentro de la composicién inmunogénica contiene uno, o
dos o mas patrones CpG de dinuclebétidos separados por al
menos tres, por ejemplo, por al menos sels o mas
nuclebtidos. Los oligonucleétidos de la presente invencién

generalmente son dasoxinucleétidos. En una modalidad el
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internucledtildo del oligonucledtido es fosforoditioato, o
fosforotioato enlazado, aunque los enlaces fosfodléster y
otros internucledtidos se sncuentran dentro del alcance de la
presente Invencién, incluyendo los oligonucledtidos con
enlaces Internucle6ttidos mezclados. Los métodos para
producir los oligonucle6tidos fosforotioato o fosforoditioato se
describen en las Patentes Norteamericanas Nos. 5,666,153,
5,278,302 y el Documento W095/26204.

Los ejemplos de Ilos oligonuclebtidos tlenen las
siguisntes secuencias. Las secuencias pueden contener
enlaces internuclaedtidos modiflcados por fosforotioato.

OLIGO 1(SEQ ID NO:1): TCC ATG ACG TTC CTG ACG
TT (CpG 1826)

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

OLIGO 3(SEQ ID NO:3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT
GAC GGC ACC ACG

OLIGO 4(SEQ ID NO:4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT
GTC GTT (CpG 2006, tamblén conocido como CpG 7808)

OLIGO 5(SEQ ID NO:5);: TCC ATG ACG TTC CTG ATG
CT (CpG 1868)

Alternativamente los oligonucleétidos CpG pueden
comprender las secuencias anterlores, ya que ellos tienen
eliminaciones o adiciones intrascendentes de los mismaos.

Los oligonuciettidos CpG utilizados en la presente
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invencién pueden ser sintetizados por cualquier método
conocido en la técnica (por ejemplo, Patente Europea EP
468520). De una manera conveniente, dichos oligonucleétidos
pueden ser sintetizados utilizando un sintetizador automaético.

Los oligonucleétidos utilizados en la presente invencién
también son generalmente desoxinucledtidos. En una
modalidad, los eniaces Iinternucleétidos del oligonuclieétido
son enlaces fosforodlitioato, o fosforotiocato, aunque los
fosforodiésteres también se encuentran dentro del alcance de
la presente Invencién. Los oligonuclieé6tidos que comprenden
enlaces internucledétidos diferentes estdn contemplados, es
decir, fosforotioato fosfodiésteres mezclados. Pueden ser
utilizados otros enlaces internucleétidos Ilos cuales
ostabilizan el oligonucleétido.

El antigeno puede ser un antigeno derivado de un
organismo Infeccioso, por eJemplo, un antigeno asoclado con
el tumor o un derivado inmunogénico o derivado del mismo. El
polipéptido IL-18 puede ser un polipéptido mdarido o
polipéptido IL-18 humano o un fragmento bicactivo del mismo.
La composicién inmunogénica y el IL-18 pueden actuar
sinérgicamente en la Iinduccién de un anticuerpo especifico
del antigeno y pueden ser potentes para inducir o mejorar las
respuestas inmunes humorales ylo celulares
convencionalmente asociadas con el sistema inmune del tipo

TH-1. La mejora de la respuesta inmune significa un aumento
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total en la respuesta inmune, determinada por la respuesta
inmune portada por las células y/o humoral, o mediante la
reduccion del tamafio del tumor y/o la carga. La sinergia
significa que el polipéptido IL-18 o el fragmento inmunogénico
o variante del mismo tiene |la capacidad de Inducir una
respuesta Inmune cuando es administrado en una terapia
combinada con la composiciébn inmunogénica de la presente
invencién y la presencia de dicha composicién inmunogénica
puede mejorar la eflcacia del polipéptido IL-18 o el fragmento
Inmunogénico o variante del mismo. E| resultado de Ia
inducclén de la respuesta inmune puede ser la profilaxis,
reduccion de la severidad de la enfermedad (inciuyendo, en el
caso del cancer, la reduccién de tumores previamente
establecidos, primarios o metastasis, o la prevencién de las
recurrenclias del cancer) y/o la terapia.

Por consiguiente, en una modalidad se proporciona un
método para promover una respuesta Inmune a un antigeno
en un mamifero, el cual comprende |la administracién a un
mamifero de i) una cantidad efectiva de una composicién
inmunogénica que comprende un antigeno derivado de un
organismo infeccioso, un antigeno asociado con el tumor y un
adyuvante CpG y ii) el polipéptido IL-18 o un fragmento
bioactivo o variante del mismo. En una modalidad, ambos
componentes del tratamiento se administran de manera

consecutiva. Se dice que la composicién inmunogénica es
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utllizada para acelerar la respuesta Inmune celular y/o
humoral preparada por la admlinistracién del polipéptido IL-18.
Alternativamente, en otra modalidad, l|a composiclén
Inmunogénica de acuerdo con la presente invencién es
utllizada para preparar una respuesta inmune celular y/o
humeoral en un individuo el cual reclbira consecutivamente el
polipéptido IL-18. Todavia en otra modalidad ambos
componentes de dicho tratamlento son administrados
simultaneamente, ya sea a través de la co-administracién en
dos sitios diferentes o mezclados dentro de la misma
preparacién. Los expertos en la técnica entenderan que
ambas la composiclén inmunogénica y el pollpéptido IL-18
pueden ser administrados una vez o de manera repetida.

La terapla de combinacién como estd contemplada
dentro del alcance de la presente invencién, es por lo menos
tan efectiva, o puede ser de una eficacia aumentada,
comparada con su componente utilizado solo. Especialmente
en ol campo del céancer, el tratamlento combinado es
provechoso debido a que combina dos agentes anti-céancer,
los cuales operan de un modo aditlvo, por ejemplo
slnérgicamente, por medio de un mecanismo diferente de
accion para producir una respuesta citotéxica mejorada contra
las células del tumor humano.

En una modalidad relacionada se proporciona una

preparacién combinada (por ejemplo, un equlpo farmacéutico
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0o un empaque de frascos farmacéuticos miltiples) que
comprenden como ingredientes activos (1) un polipéptido IL-
18 o fragmento bloactivo o variante del mismo y (2) una
composicién Inmunogénica que comprende un antigeno y un
adyuvante CpG, slendo los Ingredientes activos para el uso
simultaneo, separado o consecutlvo para la profilaxis y/o
tratamiento de enfermedades infecciosas y cancer.

La preparacién comblnada significa una preparaclén
farmacéutica, o un émpaque farmacéutico (de frascos
multiples) o un aparato abastecedor el cual puede contener
una o méas formas de dosls unitaria que contlene los
Ingredie'ntos activos. El empaque puede comprender, por
ejemplo, lamina de metal o plastico, tal como un empaque
blister. EI empaque o aparato abastecedor puede estar
acompafiado por instrucciones para la administracién. En
donde el polipéptido IL-18 y la composicién Inmunogénica se
pretenden para la administracidon como dos composiciones
separadas, éstas pueden sar presentadas en la forma de, por
ejemplo, un empaque de frascos mudltiples. Los Ingredientes
activos que son administrados, ya sea al mismo tiempo o por
separado, o consecutivamente, de acuerdo con la presente
invencién, no representan un mero agregado de los agentes
conoclidos, sino una combinaclén nueva con la propledad
sorprendentemente valilosa de que el uso del polipéptido IL-

18, permite la simulaclén de ambos componentes Innatos y
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adaptables del sistema inmune, incluyendo la activaclon de la
célula NK, asl como las respuestas inmunes portadas por las
células T y la produccién de citocina, aumentando de este
modo la eflcacia de la composiclén Inmunogénica. Esto da
como resultado un tratamiento nuevo y efectivo. Deberé
quedar entendido que la preparacién combinada también
designada como un equipo de partes significa que los
componentes de |a preparaclébn combinada no estan
necesariamente presentes como una unién, es decir en
composicién, con el objeto de que estén disponibles para la
aplicaclén separada o consecutiva. Por lo tanto, la expresién
equlpo de partes, significa que no necesariamente es una
combinaclién real, en vista de la separacion fisica de los
componentes.

La preparaclén combinada puede ser utillzada, ya sea
para el tratamlento o profilaxis del cancer, en particular, para
la reduccién de la severidad del cancer o la prevencién de las
recurrencias del céancer. Los canceres que se pueden
beneficiar de la terapla combinada como se describe en este
documento, incluyen cualquier enfermedad caracterizada por
el crecimiento celular no controlado y la proliferacién,
lesiones preneoplasticas, tumores primarlos y tumores Yy
lesiones neopléasticas metastéaticas, e incluyen, pero no estan
limitadas a, carcinoma de mama, pulmén (particularmente el

carcinoma -NSCLC- del pulmén de célula que no es
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pequefia), melanoma, el carcinoma colo-rectal, del ovario, de
la préstata, la vejiga, escamoso de cabeza y cuello, el
carcinoma géastirico y otros G| (gastrointestinales), en
particular, el cancer del eséfago, leucemia, linfoma, mieloma,
y plasmacitoma.

Los antigenos de eJemplo derivados y fragmentos de los
mismos, incluyen péptidos (es declir, de menos de
aproximadamente 50 aminoacidos), incluyen el antigeno
codificado por la famllla de MAGE (Genes que codifican el
Antigeno de Melanoma) los cuales son conocidos como
antigenos del céncer (-testiculos), (Gaugler B. et al. J. Exp.
Med., 19894, 179: paglna 921; Weynants P. et al. Int. J.
Cancer, 1994, 586: péagina 826; Patard J.J. et al. Int. J.
Cancer, 1995, 64: pagina 60). Los caAnceres que expresan las
proteinas MAGE son conocidos como tumores asociados con
MAGE. Los genes MAGE pertenecen a una famllla de genes
estrechamente relaclonados, Incluyendo por ejemplo, MAGE
1, MAGE 2, MAGE 3 (Gen-3 que codifica el Antigeno de
Melanoma), MAGE 4, MAGE 5, MAGE 6, MAGE 7, MAGE 8,
MAGE 9, MAGE 10, MAGE 11, MAGE 12, localizado en el
cromosoma X y que comparte con los otros de un 64% a 85%
de homologlia en su secuencla de codificacién (De Plaen E. et
al., Immunogenetics, 1994, 40, paginas 380 a 3698). Estos
algunas veces son conocidos como MAGE A1, MAGE A2,

MAGE A3, MAGE A4, MAGE A5, MAGE A8, MAGE A7, MAGE
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A8, MAGE A9, MAGE A10, MAGE A11, MAGE A12 (La familla
MAGE A). Otros dos grupos de protelnas tamblén son parte
de la familia MAGE aunque estéan relacionadas de una manera
mas distante. Estas son el grupo MAGE B y el grupo MAGE C.
La familia MAGE B Incluye MAGE B1 (también conocido como
MAGE Xp1, y DAM 10), MAGE B2 (conocldo tamblén como
MAGE Xp2 y DAM 6) MAGE B3 y MAGE B4 - la famlilia MAGE
C incluye actualmente MAGE C1 y MAGE C2. En términos
generales, una protelna MAGE puede ser definlda como que
contiene una firma de secuencia del nicleo localizada hacla
el extremo de la terminal C de la proteina (por ejemplo, con
respecto al MAGE A1, una proteina de 309 aminoéacidos, la
firma del nicleo corresponde a los aminoacidos del 195 al
279).

Por lo tanto, el patrén de consenso de la firma del
nicleo se describe de la manera siguiente, en donde x
representa cualquier aminoéacido, los reslduos del caso
inferior son conservados (se permiten las varlantes
conservadoras) y los residuos del caso superlor son
perfectamente conservados.

La firma de la secuencia del nicleo:

LixvL(2x)I1(3x)g(2x)apEExiWex|(2x)m(3-4x)Gxe(3-
4x)gxp(2x)11t(3x)VqexYLxYxqVPxsxP(2x)yeFLWGPpPrA(2x)Et(3x
kv

Las substituciones conservadoras son bien conocidas y
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generaimente son preparadas como matrices de calificacién
por omislén (default) en los programas de cémputo de
alineaclén de secuencias. Estos programas incluyen PAM250
(Dayhoft M.O. et al., 1978, "Un modelo de cambios de
evolucién en las protelnas®, en el "Atlas de secuencias de
proteinas y estructura” 5(3) M.O. Dayhoft (ed.), paginas 345 a
352), La Fundacién Nacional de Investigacién Blomédica,
Washington, y Blosum 62 (Steven Henlkoft & Jorja G. Henikoft
(1992), “Matrices de substitucion de aminoécidos de los
bloques de proteinas®), Proc. Natl. Acad. Scl. EUA 89
(Bioquimlca): paginas 10915 a 10919.

En términos generales, la substitucion dentro de los
siguientes grupos son substituciones conservadoras, pero las
substituciones entre los grupos son consideradas no
conservadas. Los grupos son:

i) Aspartato/asparagina/glutamato/glutamina

i) Serina/treonina

lli) Lisina/arginina

iv) Fenillalanina/tirosina/triptofano

V) Leucina/isoleucina/valina/metionina

vi) Glicina/alanina

En genera!l y en el contexto de la presente Invencién, la
proteina MAGE serad aproximadamente 50% idéntica en esta
regiéon del nUcleo a los aminoécidos del 195 al 279 de la

MAGE A1.
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La MAGE-3 es expresada en el 69% de los melanomas
(Gaugler B. et al. J. Exp. Med., 1994, 179: pagina 921), y
también puede ser detectada en un 44% de NSCLC
(Yoshimatsu T. J Surg Oncol., 1998, 67, paginas 126 a 129),
75% de céanceres del pulmdén de célula pequefia (SCLC)
(Traversari C. et al., Gene Ther. 1867, 4: paginas 1029 a
1035), 48% de carcilnoma de la célula escamosa de cabeza y
cuello, 34% del carcinoma de la célula transicional de la
vejiga, 57% del carcinoma del eséfago, 32% de céanceres del
colén, 24% de canceres de mama (Van Pel A. et al., Immunol.
Rev., 1995, 145: pagina 229; Inoue H. et al. Int. J. Cancer,
19985, 63: pagina 523; Nishimura S8 et al., Nlhon Rinsho
Menekl Gakkal Kaishl 1997, Abril 20 (2): paginas 95 a 101).
Han sldo Identificados varlos epitopes CTL en la proteina

MAGE-3 los cuales tienen patrones de enlace especificos

.para cualquiera de las moléculas MHC de |la clase | HLA.A1, 6

HLA.A2 (Van der Bruggen P. et al., Eur. J. Immunol., 1994, 24
paginas 3038 a 3043) y alelos HLA.B44 (Herman, J. et al.,
Immunogenetics, 19986, 43, paginas 377 a 383),
respectivamente.

Otros antigenos de ejJemplo o derivados o fragmentos
derivados de los mismos incluyen los antigenos MAGE tales
como los que se describen en el Documento WO 99/40188,
PRAME (Documento WO 96/10577), BAGE, RAGE, LAGE 1
(Documento WO 98/32855), LAGE 2 (también conocido como

6F
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NY-ESO-1, Documento WO 08/14464), XAGE (Liu et al,
Cancer Res, 2000, 60: paginas 4752 a 4755; el Documento
WO 02/18584) SAGE, y HAGE (el Documento WO 99/53061) ¢
GAGE (Robbins and Kawakami, 19896, Current Opinions in
Immunology 8, paginas 628 a 636; Van den Eynde et al.,
International Journal of Clinical & Laboratory Research
(presentado en 1997); Correale et al. (1997). Journal of the
National Cancer Institute 88, pagina 293. Indudablemente
estos antigenos son expresados en un amplio rango de tipos
de tumores, tales como melanoma, carcinoma de pulmén,
sarcoma y carcinoma de vesicula.

En una modalidad, se utilizan antigenos de la prodstata,
tales como antigenos del cancer de la préstata o antigenos de
diferenciacion especifica de |la prostata (PSA), PAP, PSCA
({PNAS 95(4) paginas 1735 a 1740 1998), PSMA o un antigeno
conocido como prostasa.

En una modalidad, el antlgen;: de la préstata es P501S o
un fragmento del mismo. El P501S, también denominado
prosteina (Xu et al., Cancer Res. 61, 2001, paginas 1563 a
1568), es conocido como la SEQ ID NO. 113 del Documento
wQ98/37814 y es una proteina de 553 aminoacidos. Los
fragmentos inmunogénicos y fracclones de los mismos que
comprenden 20 o por lo menos 20, 50 o por lo menos 50 6
100 o por lo menos 100 aminoécidos contiguos, se describen

en la solicitud de patente a que se hizo referencia
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anteriormente, y estan especificamente contemplados por la
presente invencion. Los fragmentos se descrlben en el
Documento WO 88/50587 (antigeno PS108), y como la
proteina asociada con el cancer de la préstata (SEQ ID NO: 9
del Documento WO 99/67384). Otros fragmentos tienen los
aminoécidos del 51 al 553, del 34 al 553 6 del 55 al 5653 de Ia
protelna P501S de Ilongitud completa. En particular, las
construcciones 1, 2 y 3 (ver filgura 2, SEQ ID NOs. 27-32)
estdn expresamente contempladas y pueden ser expresadas
en sistemas de levadura, por ejemplo secuenclas de ADN que
codifican dichos polipéptidos que pueden ser expresadas en
un sistema de levadura.

La prostasa es una prostasa de serina especlifica de la
préstata (similar a la tripsina), con una longitud de 254
aminoécidos, con una triada catalitica H-D-S de proteasa de
serina conservada y una secuencla pre-propéptido y la
terminal amino, Indicando un punto de secreclén potencial (P.
Nelson, Lu Gan, C. Ferguson, P. Moss, R. Linas, L. Hood & K.
Wand, "Clonacién molecular y caracterizaclén de prostasa,
una proteasa de serina regulada por el andrégeno con una
expresion restringida en la préstata” (Molecular cloning and
characterisation of prostase, an androgen-regulated serine
protease with prostate restricted expression.) en Proc. Natl.
Acad. Scl. EUA (1999) 98, péaginas 3114 a 3119). Se ha

descrito un sitio de glucosilacién. La estructura pronosticada
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es muy similar a otras proteasas de serina conocidas,
mostrando los dobleces deal polipéptido maduro en un solo
dominio. La protelna madura es de una longitud de 224
aminodacidos, con por lo menos un epitope A2 mostrado para
que sea procesado de manera natural. La secuencia de
nucledtidos de prostasa y la.secuencia de polipéptidos
deducida y el homélogo se descrilben en la publicacién de
Ferguson, et al. en (Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 1888, 86,
paginas 3114 a 3119) y en las Solicitudes Internacionales de
Patentes Documento WO 98/12302 (y también la Patente
Norteamericana concedida correspondlente 5,955,308), el
Documento WO 98/20117 (y tamblén Ilas Patentes
correspondientes concedidas US 5,840,871 y US 5,786,148)
(kallikreina especifica de la préstata) y el Documento WO
00/04149 (P703P).

Otros antigenos especificos de Ila proéstata son
conocidos por el Documento WOS88/37418, y el Documento
wO/004149. Otro es el STEAP (PNAS 96 14523 14528
paginas de la7 ala 12, 1999).

Otros antigenos asociados con el tumor utiles en el
contexto de la presente invencién incluyen: Plu -1 J Biol.
Chem 274 (22) paginas 15633 a 15645, 1999, HASH -1,
HASH-2 (Alders,M. et al., Hum. Mol. Genet. 1997, 6, paglinas
859 a 867), Cripto (Salomon et al Bioassays 199, 21 paginas
61 a 70, la Patente Norteamericana No. 5654140), CASB616
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(Documento WO 00/53218), Criptina (Patente Norteamericana
No. 5,881,215). Adicionalmente, los antigenos
particularmente importantes para las vacunas en la terapia de
cancer también comprenden tirosinasa, telomerasa, P53, NY-
Br1.1 (Documento WO 01/47959) y fragmentos de los mismos
tales como los que se describen en el Documento WO
00/43420, B728 (Documento WO 00/60076, SEQ ID Nos. 488 y
463; Documento WO 01/79288, SEQ ID Nos. 474 y 475), P510
(Documento WO 01/34802 SEQ ID Nos. 537 y 538) vy
survivina.

La presente Invencién también es uatil en combinacién
con antigenos del cdncer de mama, tales como Her-2/neu,
mamaglobina (Patente Norteamericana No. 5,868,267), B305D
(Documento WO00/81753 SEQ ID nos. 299, 304, 305 y 315), y
los que se descrilben en los Documentos WO00/52165,
WO0989/338698, W099/19479, WO 98/45328. Los antigenos Her-
2/neu se describen entre otros, en la Patente Norteamericana
No. 5.,801,005. El antigeno Her-2/neu pueden comprender el
dominio extracelular completo (comprendiendo de
aproximadamente el aminoacido 1 al 645) o fragmentos del
mismo y por lo menos una porcién inmunogénica de o un
dominio intracelular completo de aproximadamente 580
aminoéacidos de la terminal C. En particular, la porcion
intraceiular debe de comprender el dominlo de fosforilaclén y

los fragmentos del mismo. Dichas construcciones se
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describen en el Documento WO00/44899. Una construccion es
conocida como ECD-PhD, una segunda es conocida como
ECD deltaPhD (ver el Documento WO00/448988) también
denominado dHER2. El antigeno Her-2/neu como se usa en la
presente invencién puede ser derivado de rata, ratén o
humano.

Ciertos antigenos de tumor son antigenos de péptidos
pequefios (es decir de menos de aproximadamente 50
aminoacidos). Los péptidos de ejemplo incluyen péptidos
derivados de Mucina, tales como MUC-1 (ver por eajemplo, las
Patentes Norteamericanas Nos. 5,744,144; §5,827,666; EI
Documento WO88/05054, la Patente Norteamericana No.
4,963,484). Estan especificamente contemplados los péptidos
derivados de MUC-1 que comprenden por |lo menos una
unidad de repeticion del péptido MUC-1, o por lo menos dos
de dichas repeticiones, las cuales son reconocidas por el
anticuerpo SM3 (Patente Norteamericana No. 6,054,438).
Otros péptidos derivados de mucina incluyen el péptido de
MUC-5.

Alternativamente, dicho antigeno puede ser una
interleucina, tal como IL13 e IL14. Dicho antigeno puede ser
una hormona de auto péptido, tal como una hormona de
liberacién de la hormona de Gonadotropina de longitud total
(GnRH, Documento WO95/20600), un péptido corto con una

longitud de 10 aminoacidos, Gtil en el tratamiento de muchos
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especificos del tumor Incluyen, pero no estan restringidos a,
gangllésidos especificos del tumor, tales como GM2 y GM3.

El antigeno también puede ser derivado de fuentes que
son patogénicas para los humanos, incluyendo \virus,
bacterlas o parésitos, tales como el virus de
Inmunodeficlencla Humana VIH-1 (tales como tat, nef,
transcriptasa Inversa, gag, gp120 y gp160), el virus del
herpes simplex humano, tales como el gD, o derivados del
mismo o una proteina Temprana Inmedlata, tal como la ICP27
del HSV1 6 HSV2, el citomegalovirus ({(especie humana) (tal
como el gB o derivados del mismo), Rotavirus (Incluyendo
virus atenuado vivo), el virus de Epstein Barr (tal como gp350
o derivados del mismo), Virus de Varicela Zoster (tal como
gpl, Il @ IF63), o del virus de hepatitis, tal como el virus de
hepatitls B (por ejemplo el antigeno de Superficie de
Hepatitis B o un derivado del mismo), el virus de hepatitis A,
el virus de hepatitis C y el virus de hepatitis E o de otros
patégenos virales, tales como el paramixovirus: el virus
Sincitial Respiratorio (tal como las proteinas F y G o
derivados de |las mismas), el virus paralnfluenza, ei virus de
las viruelas, el virus de las paperas, el virus del papiloma
humano (por ejemplo, HPVE, 11, 16, 18, ..), el flavivirus (por
ejemplo el Virus de la Flebre Amarilla, el Virus del Dengue, el

virus de encefalitis portado por la Garrapata, Virus de
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Encefalitis Japonesa) o virus de Influenza (completo vivo o
virus inactlvado, virus de influenza dividido, que prolifera en
los huevos y las células MDCK, o los virosomas completos del
flu (tal como lo describen R. Gluck, Vaccine, 1992, 10,
paginas 915 a 920) o proteinas recombinantes o purificadas
de los mismos, tales como las protelnas HA, NP, NA, o M, o
combinaclones de las mismas) o derlvados de patdbgenos
bacterlales tales como tal como Neisseria spp. incluyendo N.
gonorrhea y N. meningitidis (por ejemplo, polisacéaridos
capsulares y conjugados de los mismos, protelnas de enlace
de transferrina, protelnas de enlace de l|actoferrina, PilC,
adhesinas); S. pyogenes (por ejemplo, las protelnas M o
fragmentos de las mismas, proteasa C5A, acido lipoteicolco),
S. agalactiae, S. mutans; H. ducreyi; Moraxella spp,
incluyendo M  Catarrhalls, también conocido como
Branhamelia catarrhalis (por ejemplo, adhesinas e Invasinas
de alto y bajo peso molecular); Bordetella spp, Incluyendo B.
pertussis (por ejemplo, pertactina, toxina de la pertusis o
derivados de la misma, hemaglutinina filamentosa, ciclasa de
adenilato, fimbrlae), B. parapertussis y B. bronchiseptica;
Mycobacterium spp., incluyendo M. tuberculosis (por ejemplo,
ESAT6E, Antigeno 85A, -B 6 -C), M. bovis, M. leprae, M.
avium, M. paratuberculosis, M. smegmalls;, Legionelia spp,
incluyendo L. pneumophlia; Escherichla spp, incluyendo el E.

coli enterotéxico (por ejemplo, factores de colonizacion,
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toxinas débiles al calor o derivados de las mismas, toxinas
estables al calor o derivados de las mismas), E. coll
enterohemorragico, E. coli enteropatogénico (por ejemplo, la
toxlna similar a |la toxina shiga o derivados de la mismas);
Vibrio spp, Incluyendo V. cholera (por ejemplo, toxina del
cblera y derivados de la misma); Shigella spp, incluyendo S.
sonnei, S. dysenteriae, S. flexnerli; Yersinia spp, Incluyendo
Y. enterocolitica (por eJemplo, la proteina Yop), Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis; Campylobacter spp, Incluyendo C. Jejuni
(por ejemplo, toxinas, adhesinas e Invasinas), y C. coli
Salmonella spp, incluyendo S. typhi; S. paratyphi, 8.
choleraesuls, 8. enteritidis; Listeria spp., Incluyendo L.
monocytogenes; Helicobacter spp, incluyendo H. pylori (por
ejemplo, ureasa, catalasa y toxina de vacuolacién);
Pseudomonas spp, Incluyendo P. aeruginosa; Staphylococcus
spp; incluyendo S. aureus, S. epidermidis; Enterococcus spp.,
Incluyendo E. faecalis, E. faeclum; Clostridlum spp.,
incluyendo C. tetan! (por ejemplo, toxlna del tétano vy
derlvados de la misma), C. botulinum (por ejJemplo, toxina
botulino o derivados de la misma), C. difficile (por ejemplo,
toxinas del clostridlo A 6 B y derlvados de las mismas);
Bacillus spp., incluyendo B. anthracis (por eJemplo, toxinas
del botullno y derivados de las misma); Corynebacterium spp.,
incluyendo C. diphtheriae (por esjemplo, toxinas de la difteria

y derivados de las misma); Borrella spp., incluyendo B.
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garinli (por eJemplo, OspA, OspC, DbpA, DbpB), B. afzelll (por
ejemplo, OspA, OspC, DbpA, DbpB), B. andersonil (por
eJemplo, OspA, OspC, DbpA, DbpB), B. hermsii; Ehrlichia
spp., incluyendo E. equi y el agente de la Erliqulosis
Granulocitica Humana; Ricketisia spp, Iincluyendo R.
rickettsii; Chlamydia spp., incluyendo C. trachomatis (por
ejemplo, MOMP, protelnas de enlace a l|a heparina), C.
pneumoniae (por ejemplo, MOMP, proteinas de enlace a la
heparina), C. psittaci; Leptospira spp., Incluyendo L.
interrogans; Treponema spp., incluyendo T. pallidum (por
ejemplo, las proteinas de membrana rara exterlor), 7.
denticola, T. hyodysenteriae; o derivados de parasitos, tales
como Plasmodium spp., incluyendo P. falciparum; Toxoplasma
spp., incluyendo T. gondii (por ejemplo, SAG2, SAG3, Tg34):
Entamoeba spp., inciluyendo F. histolytica; Babesia spp.,
Incluyendo B. microti; Tripanosoma spp., Incluyendo 7. cruzi;
Giardia spp., Iincluyendo G. lamblia; Leshmania spp.,
incluyendo L. major; Pneumocytis spp., incluyendo P. carinii;
Trichomonas spp., incluyendo T. vaginalis; Schisostoma spp.,
incluyendo S. mansonl/, o derivado de la levadura tal como
Candida spp., Incluyendo C. albicans; Cryptococcus spp.,
Incluyendo C. neoformans.

Otros antigenos especificos para el M. tuberculosls son

por ejemplo, Tb Ra12, Tb H9, Tb Ra35, Tb38-1, Erd 14, DPV,

1
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MTI, MSL, mTTC2 y hTCC1 (Documento WO 99/51748). Las
proteinas para el M. tuberculosis tamblén Incluyen proteinas
de fuslén y variantes de las mismas en donde por lo menos
dos o tres polipéptidos de M. tuberculosis son fuslonadas en
una protelna méas grande. Las fusiones pueden Incluir Ra12-
TbH9-Ra35, Erd14-DPV-MTI, DPV-MTI-MSL, Erd14-DPV-MTI-
MSL-mTTC2, Erd14/DPV-MTI-MSL, DPV-MTI-MSL-mTCC2,
TbH9-DPV-MTI (documento WO 99/51748).

La mayor parte de los antigenos para la Chlamydia
Incluyen, por eJemplo, una Protielna de Alto Peso Molecular
(HWMP) (Documento WO 988/17741), ORF3 (Patente Europea
366 412), y las proteinas de membrana putativa (Pmps). Otros
antigenos de la Chlamydia de la formulacién de vacuna
pueden ser seleccionados del grupo descrito en el documento
WO 99/28475.

Los antigenos bacterianos pueden ser derivados de
Streptococcus spp., Incluyendo S. pneumoniae (por ejemplo,
polisacarildos capsulares y conjugados del mismo, PsaA,
PspA, estreptolisina, protelnas de enlace de colina), y el
antigeno de protelna Pneumolysin (Biochem Blophys Acta,
1989, 67, pagina 1007; Rubins et al., Microblal Pathogenesis,
25. péaginas 337 a 342), y los derivados mutantes
destoxiflcados de los mismos (Documentos WO 80/06951; WO
99/03884). Otros antigenos bacterianos pueden ser derivados

de Haemophilus spp., incluyendo el H. Influenzae del tipo B
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(por ejemplo, PRP y conjugados del mismo), H. influanzae no
tipificable, por ejemplo, OMP28, adhesinas de alto peso
molecular, P5, P6, proteina D y llpoproteina D, y fimbrina y
péptidos derivados de fimbrina (Patente Norteamericana
5,843,464), y variantes de copias miiltiples y proteinas de
fusién de los mismos.

Los derivados del antigeno de Superficle de la Hepatitis
B son bien conocidos en la técnica e Incluyen, entre otros,
aquellos antigenos S PreS1, PreS2, establecidos que se
describen en la Solicitudes de Patente Europeas EP-A-414
374; EP-A-0304 578 y EP 198-474. En una modalidad, el
antigeno HBV es una pollmerasa HBV (JI Hoon Jeong et al,
1996, BBRC 223, paginas 264-271; Lee H.J. et al, Biotechnol.
Lett. 15, paginas 821 a 828). Loa antigenos derivados del VIH
también estan contemplados, tales como el antigeno gp120
del VIH-1, especialmente cuando es expresado en las células
CHO.

La composicion inmunogénica de la presente invencién
puede comprender un antigeno derivado del Virus de
Papiloma Humano (HPV 6a, 6b, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 y 68), en particular, aquellos serotipos HPV
considerados como responsables de las verrugas genitales
(HPV 6 6 HPV 11 y otros), y el virus HPV responsable del
cancer cervical (HPV18, HPV18 y otros). Los antigenos de
HPV adecuados son E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1 y L2. Los

73
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ejemplos de las formas profilacticas o terapéuticas de las
verrugas genltales, compraenden las fusiones de particulas L1
o capsbémeros, y las protelnas de fusiébn comprenden uno o
mas antigenos seleccionados del HPV 8 y HPV 11, las
proteinas E8, E7, L1 y L2. Los ejemplios de las formas de
protelna de fuslén son: L2E7 como se describen en el
Documento WO 86/26277, y |la protelna D(1/3)-E7 descrita en
el Documento WO 898/10375. Una infecclén cervical o cancer
por HPV, en la vacuna de profilactica o terapéutica, la
composicidn puede comprender los antigenos HPV 168 6 18.
Por ejemplo, los monémeros del antigeno L1 6 L2, o los
antigenos L1 6 L2 presentados juntos como un virus similar a
particulas (VLP), o la protelna L1 sola presentada sola en una
estructura VLP o capsdmero. Dichos antigenos, particulas
simllares a los virus y capsémeros, son conocidos per se. Ver
por ejemplo, los documentos WO84/00152, WOB4/20137,
WO0984/05792 y W083/02184.

Las proteinas tempranas adicionales pueden ser
incluidas solas o como proteinas de fusién, tales como por
ejemplo, las proteinas E7, E2 § E5; las modalidades de estas
proteinas Incluyen Ilas proteinas de fusién L1E7 que
comprenden el VLP (documento W096/11272). Los antigenos
de HPV 18 pueden comprender las protelnas tempranas EB8 ¢
E7 en fusién con un portador de proteina D para formar las

fusiones de Protelna D - E8 6 E7 del HPV 18 o comblnaciones
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de las mismas; o combinaciones de E6 6 E7 con L2
(documento W088/26277). Alternativamente, las proteinas
tempranas de HPV 16 6 18 E6 y E7, pueden ser presentadas
en una sola molécula, por eJemplo, la Proteina de fuslén D-
EB/E7. Otras fusiones contienen opcionalmente cualquiera o
ambas de las protelnas E6 y E7 del HPV 18, por ejemplo, en
la forma de una Proteina D - EB, o Protelna de fusion D - E7
o proteina de fusiébn D EB/E7. Las fusiones pueden
comprender antigenos de otras cepas de HPV, por ejemplo,
de las cepas HPV 31 6 33.

Los antigenos derivados de parasitos que ocasionan la
Malaria también estan contemplados. Por ejemplo, los
antigenos de Plasmodla falciparum Incluyen RTS,S y TRAP.
La RTS es una protelna hibrida que comprende
substancialmente toda |a porcién de la terminal C de lIa
proteina de circunsporozoito (CS) de P. falciparum enlazada
por cuatro aminodcidos de la porcidén preS2 del antigeno de
superficle de la Hepatitis B al antigeno de superficie (S) del
virus de hepatitis B. Su estructura completa se describe en el
documento W093/10152. Cuando es expresado en levadura el
RTS es producido como una particula de llpoproteina vy
cuando es co-expresada con el antigeno S del HBV produce
una particula mezclada conocida como RTS,S. Los antigenos
TRAP se describen en el documento WOS80/01486. Una

modalidad de la presente invencién es una fusién en donde la
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preparacién antigénica comprende una combinacién de los
antigenos RTS,S y TRAP. Otros antigenos de plasmodia que
son probablemente candidatos para ser componentes de las
proteinas de fusién son P. faciparum MSP1, AMA1, MSP3,
EBA, GLURP, RAP1, RAP2, Sequestrina, PfEMP1, Pf332,
LSA1, LSA3, STARP, SALSA, PfEXP1, Pfs25, Pfs28,
PFS27/25, Pfs16, Pfs48/45, Pfs230 y sus analogos en el
Plasmodium spp.

Como se usa en la presente descripcléon, el término
"composicion inmunogénica® es usado en el sentido més
amplio para que signifique una composicién que, al momento
de la administracién a un paciente, afecte de manera positiva
la respuesta inmune de dicho paciente. Una composicion
Inmunogénica proporciona al paciente una respuesta inmune
sistémica o local mejorada, ya sea respuestas inmunes
celulares tales como CTL o respuestas Inmunes humorales
tales como la promocién de anticuerpos. En particular, una
composicién Inmunogénica de acuerdo con |a presente
invencion se puede referir a una formulacién que compraende
una cantidad efectiva de wuna proteina/polipéptido del
antigeno, en particular un antigeno asoclado con el tumor, o
un derivado Inmunogénico derivado del mismo, o
particularmente fragmentos del mismo, o los polinucleédtidos
de codificaciéon y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Por una cantidad segura y efectiva se entiende una dosis de

Bl
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protelna, de ser necesario en asociaclén con un adyuvante,
cuando es administrada en un humano, produce una
respuesta Inmune que se puede detectar, tal como una
respuesta humoral (anticuerpos), o una respuesta celular, o
tiene la capacidad para inmuno-regular la respuesta inmune,
sin los efectos laterales adversos importantes de las vacunas
tipicas. Dicha cantidad variar& dependiendo de cual
inmunogén especifico es empleado y como es presentado.
Generalmente, se espera que cada dosis compranda de 1 a
5000 pg de proteina, por sjemplio, de 1 a 1000 pug de proteina,
por ejemplo, de 1 a 500 ug. por eJemplo de 1 a 100 ug, por
ejemplo de 1 a 50 ug. Una cantidad 6ptima para una vacuna
particular puede ser asegurada mediante estudios estandar
que comprenden la observacién de las respuestas inmunes
apropiadas en los sujetos. Después de una vacuna inicial, los
sujetos pueden reclbir una o varias inmunizaciones de
refuerzo separadas de manera adecuada. La preparacién de
la vacuna se describe generalmente en Disefio de Vacunas
(“La subunidad y el método adyuvante®), ("The subunit and
adjuvant approach”) (editores Powell M.F. & Newman M.J.).
(1995) Plenum Press New York). La encapsulaclén dentro de
liposomas se describe por Fullerton, en Ila Patente
Norteamericana No. 4,235,877.

Los polipéptidos del antigeno inmunogénico se refieren
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a polipéptidos los cuales reaccionan de manera detectable
dentro de un inmunoensayo (tal con un ensayo de ELISA o de
estimulo de la célula T) con antisuero y/o células T de un
paciente que expresa dicho polipéptido. La seleccién de la
actividad Inmunogénica se puede realizar utilizando técnicas
blen conocldas para un experto en el arte. Por ejemplo,
dichas selecciones se pueden realizar utilizando métodos
tales como los que se describen en la publicaciéon de Harlow y
Lane, en “Anticuerpos: Un Manual de Laboratorio®
(Antibodies: A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor
Laboratory, 1888. En un ejemplo Illustrativo, el pollpéptido
puede ser Inmovilizado en un soporte sélildo y ponerse en
contacto con el suero del paciente para permitir el enlace de
los anticuerpos con el suero al polipéptido Iinmovilizado. EI
suero no enlazado enionces puede ser eliminado y los
anticuerpos enlazados detectados utilizando, por ejemplo, la
Proteina A marcada '?5|.

Los antigenos de polipéptido de la presente invencian
son proporcionados, por ejemplo, por o menos 80% puros o
por ejemplo, 90% puros como son visualizados por el SDS
PAGE. Los antigenos polipéptidos pueden aparecer en una
sola banda por medio del SDS PAGE.

Los derlvados inmunogénicos de los antigenos, taies
como los fragmentos inmunogénicos ©o porclones de los

mismos, en particular de antigenos asociados con el tumor o
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especificos del tumor, también estadn comprendidos por la
presente invencién. El término un “fragmento inmunogénico”
como se usa en la presente descripcidédn, es un fragmento que
por sl mismo es inmunolégicamente reactivo (es decir, que se
enlaza especlficamente) con las células B y/o los receptores
del antigeno de la superficie de la célula T que reconocen el
polipéptido. Las porclones Iinmunogénicas generalmente
pueden ser Identificadas utilizando técnicas bien conocidas
tales como las que se resumen en el libro de Paul,
*Inmunologia Fundamental® (Fundamental Inmunology), 3°.
ed., paginas 243 a 247 (Raven Press, 1993) y las referencias
citadas en el mismo. Dichas técnicas incluyen la selecclén de
polipéptidos por su capacidad para reacclionar con
anticuerpos especificos del antigeno, antlsuero y/o las IIneas
o0 ciones celulares T. Como se usa en [a presente descripcidn,
el antisuero y los anticuerpos son “especificos del antigeno”
si se enlazan especificamente a un antigeno (es decir, que
reaccionan con la proteina en un inmunoensayo de ELISA u
otro, y no reaccionan de mansera detectable con protelnas no
relacionadas). Dichos antisueros y anticuerpos pueden ser
preparados como aqul se describe, y utlllzando técnicas bien
conocidas.

En una modalidad, una porclén Inmuncgénica de un
polipéptido es una porcién que reacciona con el antisuero y/o

las células T en un nivel que no es substancialmente menor
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que la reactividad del polipéptido de longitud total (por
ejemplo, en un ensayo de ELISA y/o de reactividad de la
célula T). El nivel de la actividad inmunogénica de la porclén
inmunogénica puede ser de por |lo menos aproximadamente el
50% o por lo menos aproximadamente el 70% o mayor de
aproximadamente el 980% de Ila inmunogenicidad del
polipéptido de longitud total. En algunos casos, las porciones
Inmunogénicas pueden ser Identificadas, de modo que tienen
un nivel de actividad inmunogénica mayor que tia del
polipéptido de longitud total correspondiente, por ejemplo,
que tienen una actividad Inmunogénica mayor de
aproximadamente 100% 6 150% o mas. En clertas otras
modalidades, las porciones Inmunogénicas ilustrativas pueden
incluir péptidos en los cuales |la secuencia principal de la
terminal N y/o el dominlo transmembrana han sido eliminados.
Otras porciones inmunogénicas llustrativas contendradn una
ellminaciébn pequefia de la terminal C y/o N (por ejemplo, de
aproximadamenta 1 a 50 aminoécidos, por ejemplo, de
aproximadamente 1 a 30 amlnoacidos, por ejemplo de
aproximadamente de 5 a 15 aminoacidos), en relacién con la
protelna madura.

En otra modalidad, las composiciones inmunogénicas
ilustrativas, tales como por ejemplo, ias composiciones de
vacuna de |la ©presente invencidén, comprenden un

polinucieétido que codifica uno o méas de los polipéptidos
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como aqul se describieron anteriormente, de modo que el
polipéptido es generado en el sitio. El polinucleétido puede
ser administrado dentro de cualquiera de una variedad de
sistemas de administraciobn conocidos. Indudablemente,
numerosas técnicas de adminisiracién de genes son blen
conocidas en el arte, tales como aquellas descritas por
Rolland, en Crit. Rev. Therap. Drug Carrier Systems 15:
paginas 143 a 198, 1998, y las referencias citadas en la
misma. Por supuesto, los sistemas de expresién apropiados
del polinuclettido contendrdn las secuencias reguladoras de
ADN necesarias para la expresidén en un paciente (tales como
un promotor adecuado Yy una sefial de terminacién).
Alternativamente, los sistemas de administracion bacteriana
pueden comprender la administraclén de una bacteria (tal
como Bacillus-Calmette-Guerrin), que expresa una porcién
inmunogénica del polipaptido en su superficie celular o
secrota dicho epltope.

Eﬁ una modalldad de la presente Invenclédn, un
polinucleétido es administrado en la forma de un ADN “al
natural®, por ejemplo, como lo describe la publicacién de
Ulmer et al., en Science 258: paginas 1745 a 1748, 1883 y
revisada por Cohen, en Science 259: péginas 1691 a 1692,
1993. La asimilacién del ADN al natural puede ser aumentada
recubriendo el ADN sobre cusntas blodegradables, las cuales

son transportadas de manera eficlente dentro de las células.
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En una modalidad, la composicién es administrada de manera
intradérmica. En particular, la composicién es administrada
por medio de técnicas de administracién de plistola de genes
{particularmente bombardeo de particulas) las cuales
comprenden el recubrimlento del vector a una cuenta (por
eJemplo, oro) el cual entonces es administrado bajo alta
presiéon en la epidermis; tal como por ejemplo, lo describe
Haynes et al., en J. Blotechnology 44: péaginas 37 a 42
(19986).

En un ejemplo Illustrativo, l|la aceleraciéon de Ilas
particulas conducidas por gas puede ser lograda con aparatos
tales como los que fabrican Powderject Pharmaceuticals PLC
{Oxford, RV) y Powderject Vaccines Inc. (Madison, WI),
algunos ejemplos de las cuales se describen en las Patentes
Norteamericanas Nos. 5,846,786: 6,010,478; 5,865,7586;
5,584,807 y la Patente Europea No. 0500 768. El método
ofrece un método da administracién libre de agujas en donde
una formulacién de polvo saco de particulas microscépicas,
tales como polinucle6tidos, son acelerados a una aita
velocidad dentro de un chorro de gas de helio generado por
un aparato portéatil, impulsando las particulas dentro de un
tejido objetivo de Interés, generalmente la piel. Las particulas

pueden ser cuentas de oro de 0.4 a 4.0 pm, por ejemplo de

0.6 a 2.0 um de diametro vy el conjugado de ADN recublerto
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sobre estas y luego encerrado en un cartucho o cassette
colocandolo dentro de |la "pistola de genes”.

En otra modalidad relacionada, otros aparatos vy
métodos que pueden ser Utlles para Ia Inyeccién de
composiciones sin agujas operada por gas de l|la presente
invencidn, incluyen la que se proporciona por Bloject, Inc.
(Portland. OR), y algunos eJemplos de los cuales se describen
en las Patentes Norteamericanas Nos. 4,790,824; 5,0684,413;
5,312,335; 5,383,851, 5,399,163, 5,520,639 y 5,983,412.

Por lo tanto, en algunas modalldades, los
polinucleétidos que codifican los polipéptidos inmunogénicos
aqul descritos son Iintroducldos en células huésped de
mamlifero adecuadas para la expresién utilizando cualquiera
de un nimero de sistemas basados en virus conocidos. En
una modalidad Illustrativa, el retrovirus proporciona una
plataforma conveniente y efectiva para el sistema de
administracién genética. Una secuencia de nucledtidos
seleccionada que codifica un polipéptido de la presente
invencion puede ser insertada en un vector y empacada en
particulas retrovirales que utllizan técnicas conocidas en el
arte. El virus recombinante entonces puede ser aislado y
administrado a un sujeto. Se han descrito un ndmero de
sistemas retrovirales llustrativos (por ejemplo, en |la Patente
Norteamericana No. 5,219,740; en Miller y Rosman (1988)
BioTechniques 7: péaginas 880 a 9980; Milller, A.D. (1990)
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Human Gene Therapy 1: paginas 5 a 14; Scarpa et al. (1991)
Virology 180: paginas 849 a 852; Burns et al, (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA 80: paginas 8033 a 8037; y Boris-Lawrle
y Temin (1993) Cur. Opin. Genet. Develop. 3: paginas 102 a
108.

Ademas, también se han descrito un nimero de sistemas
ilustrativos basados en el adenovirus. A diferencia del
retrovirus el cual se Integra en un genoma huésped, el
adenovirus persiste fuera del cromosoma, por lo tanto,
minimiza los riesgos asociados con |la mutagénesis de
Inserclén (Haj-Ahmad y Graham (1988) J. Virol. 57: péaginas
267 a 274; Bett et al. (1993) J. Virol. 67: paginas 5911 a
5921; Mittereder et al. (1994) Human Gene Therapy 5:
paginas 717 a 729; Seth et al. (1984) J. Virol. 68: paginas
933 a 940; Barr et al. (1994) Gene Therapy 1: paginas 51 a
58; Berkner, K. L. (1988) Bio Techniques 6: paginas 616 a
629; y Rich et al. (1893) Human Gene Therapy 4: péginas 461
a 476). Debido a que los humanos algunas veces son
infectados por serotipos comunes del adenovirus humano,
tales como el AdHu5, una porcién Iimportante de 1a poblacién
tiene una respuesta de neutralizaciéon del anticuerpo al
adenovirus, el cual es probable que efectlie la respuesta
inmune a un antigeno heterolégo en un sistema basado en
una vacuna recombinante. Los vectores de adenovirus de

primates no humanos, tales como el adenovirus 68 del
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chimpancé (AdC68, Fitzgerald et al. (2003) J. Immunol
170(3): péaginas 1416 a 1422)) y puede ofrecer un sistema
adenoviral alternativo sin la desventaja de la respuesta de la
neutralizacién de anticuerpos previamente existentes.

Varios sistemas de vector de virus asociados con el
adeno (AAV) también han sido desarrollados para la
administracion de polinucle6tidos. Los vectores AAV pueden
ser construidos facilmente utilizando técnicas bien conocidas
en el arte. Ver por ejemplo, las Patentes Norteamericanas
Nos. 5,173,414 y 5,139,941, las Publicaciones Internaclonales
Nos. WO 92/01070 y WO 83/03769; Lebkowski et al. (1988)
Molec. Cell. Biol. 8: paginas 3888 a 38886; Vincent et al,
(1980) Vaccines 80 (Cold Spring Harbor Laboratory Press);
Carter, B. J. (1982) Current Opinion In Blotechnology 3:
paginas 533 a 539; Muzyczka. N. (1882) Current Topics In
Microbiol. and Immunol. 158: paginas 97 a 129; Kotin. R. M.
(1994) Human Gene Therapy 5: paginas 793 a 801; Shelling y
Smith (1984) Gene Therapy 1. paginas 165 a 169; y Zhou et
al. (1994) J. Exp. Med. 179: paginas 1867 a 1875.

Los vectores virales adicionales (tiles para Ila
administracién de moléculas de écido nucleico que codifican
polipéptidos de I|a presente Invencién mediante Ila
transferencla genética incluyen aquellos derivados de una
familia de virus de la viruela, tal como un virus de vacunas y

un virus de viruela aviaria. A modo de ejemplo, los virus de
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vacunas recombinantes que expresan moléculas novedosas
pueden ser construidos de |la manera sigulente. El ADN que
codlfica un polipéptido es el primero insertado en un vector
aproplado, de modo que estd4 adyacente al promotor de la
vacuna y las secuencias de flanqueo de ADN de la vacuna, de
modo que la secuenclia que codifica la cinasa de timidina
(TK). Este vector entonces es utilizado para transfectar las
células, las cuales son Infectadas simultaneamente con las
vacunas. La recombinaclén homdéloga sirve para Insertar el
promotor de vacuna mas el gen que codifica un pollpéptido de
interés en el genoma viral. El recombinante TK.sup.(-)
resultante puede ser seleccionado cultivando las células en la
presencia de 5-bromodesoxiuridina y recolectando las placas
virales resistentes a la misma.

Los sistemas de infeccidon/transfeccién basados en
vacunas pueden ser utllizados convenlentemente para
proporcionar la expresidn transitoria, o la co-expresiédn que se
puedeo Inducir de uno o0 mas pollpéptidos aqul descritos en las
células huésped de un organismo. En este sistema particular,
las céluias son infectadas primero in vitro con el
recombinante del virus de vacuna que codifica la pollmerasa
de ARN T7 del bacterléfago. Esta polimerasa muestra una
especificldad exquisita debido a que solamente transcribe
plantillas que portan los promotores T7. Después de la

infeccion, las células son transferidas con el polinucleétido o
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polinucledtidos de interés, e impulsadas por un promotor T7.
La polimerasa expresada en el citoplasma del recombinante
del virus de vacuna trascribe el ADN transfectado en ARN el
cual entonces es traducido en polipéptido por la maquinaria
de traducciéon del huésped. EI método proporciona Ila
produccién de alto nivel, transitoria, citoplasmica de grandes
cantldades de ARN en sus productos de traduccién. Ver por
ejemplo, las publicaciones de Elroy-Stein y Moss, en Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA (1990) 87: paglnas 6743 a 8747; Fuerst
et al. en Proc. Natl. Acad. Sci. EU.A (1988) 83: paginas 8122
a 8126.

Alternativamente, el virus de pox avlaria, tal como los
virus de viruela aviaria en aves o canarios, también pueden
ser utllizados para administrar las secuenclas de codificaclén
de Interés. El virus de viruela aviarla recomblnante que
expresa los Iinmunogenes de patégenos mamiferos es
conocido que confieren inmunidad protectora cuando son
administrados a especies que no son aviarias. El uso del
vaector Avipox es particularmente deseable en humanos y
otras especies de mamiferos, ya que los miembros de los
genes Avipox solamente pueden duplicarse de manera
productiva en especies aviarias susceptibles y por lo tanto,
no son infecciosas en las células de mamiferos. Los métodos
para producir los virus de viruela aviaria recombinantes son

blen conocidos en la técnlca y emplean la recomblnacidén
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geneética, tal y como se describié anterlormente con respecto
a la producclén de los virus de vacuna. Ver por ejemplo, los
Documentos WO 91/12882; WO 89/03429; y WO 92/03545.

Cualquiera de un numero de vectores del alfavirus
tamblén pueden ser utilizados para la administracién de
composiclones de polinuclebétidos de |la presente invencion,
tales como los vectores que se describen en las Patentes
Norteamericanas Nos. 5,843,723; 6,015,688; 6,008,035 y
6,015,894, También pueden ser utilizados clertos vectores
basados en la chefalltls Equina Venezolana (VEE), los
ejemplos ilustrativos de los cuales se pueden encontrar en las
Patentes Norteamericanas Nos. 5,505,847 y 5,643,576.

Los vectores que comprometen las secuencias de
nucledtidos que codifican los péptidos antigénicos son
administrados en una cantidad tal que podra ser efectiva
profilactica y terapéuticamente. La cantildad que va a ser
administrada, generalmente se encuentra en un rango de un
plco-gramo a 16 miligramos, por ejemplo, de 1 pico-gramo a
10 microgramos para la administraclén portada por particulas,
por ejemplo, de 10 microgramos a 18 miligramos para otras
rutas de nucleétldos por dosis. La cantildad exacta puede
variar considerablemente dependiendo del peso del paciente
que esta slendo inmunlizado y la ruta de administracioén.

Las técnicas adecuadas para la Introduccién de

polinucle6tidos o vectores al natural en un paclente también
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incluyen la aplicacién tépica con un vehiculo apropiado. El
acido nucleico puede ser administrado tépicamente a la piel,
o a superficles de la mucosa, por ejemplo, mediante la
administracién intranasal, oral, intravaginal o intra-rectal. El
polinucleétido natural o vector puede estar presente junto con
un excipiente farmacéuticamente aceptable, tal como una
solucién salina regutada por fosfato (PBS). La asimllacién del
ADN puede ser facilitada ademas mediante e{ uso de agentes
de facilitaclén, tales como bupivacaina, ya sea por separado
o Inciulda en la formulacién del ADN. Otros métodos de
administracién del 4&acido nucleico directamente a un
reciplente incluyen las técnicas de ultrasonido, estimulo
eléctrico, electroporacién y micro-sembrado, los cuales se
describen en la Patente Norteamericana No. 5,697,901.

La asimilacion de las construcciones de #&cido nucleico
pueden ser m.ojoradas mediante técnicas de transfeccion
conocidas, por ejemplo, aquellas que incluyen el uso de
agentes de transfecciéon. Los ejemplos de estos agentes
incluyen agentes catiénicos, por ejemplo, fosfato de calcio ¥y
DEAE-Dextrano y lipofectores, por ejemplo, lipofectamo vy
transfectamo. La dosificacién de acido nucleico que va a ser
administrada puede ser alterada.

Todavia en otra modalidad, I|as composiciones
inmunogénicas de la presente Invencién comprenden un

antlcuerpo, o un suero, © un dominio de un anticuerpo, tal
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como Fab y el fragmento F(ab')2. Por ejemplo, el anticuerpo
es un anticuerpo monoclonal o fragmento del mismo. La
dosificaclén efectlva es generalmente de 100 ug a 500 mg,
por ejemplo, de 1 mg a 50 mg por kilo del peso corporal del
paciente. Por consiguiente, los métodos de la presente
invencldn Iincluyen la inmunoterapla pasiva o la
inmunoprofllaxis pasiva.

Las composiciones inmunogénicas y el polipéptido IL-18
de la presente invencién pueden ser administrados por un
namero de rutas, tales como intramuscular, subcuténea,
intraperitoneal o Intravenosa.

El polipéptido IL-18 o el fragmento bicactlvo del mismo
de acuerdo con la presente invencién es uno que induce una
respuesta Inmune predominantemente del tipo Th1. Los
niveles altos de citosinas del tipo Th1 (por ejemplo, IFN-y,
TNFa, IL-2, IL-12, IL-18, etc) tienden a favorecer la induccién
de las respuestas Inmunes portadas por la célula a un
antigeno administrado. En contraste, los niveles altos de
citosinas del tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5, IL-8 e IL-10)
tlenden a favorecer la inducclén de respuestas inmunes
humorales. Para una revisién de las familias de citosinas,
consultar la publicacién de Mosmann y Coffman, Ann. Rev.
Immunol. 7: péaginas 145 a 173, 1988. Los términos
“polipéptido IL-18" o "IL18" significan un polipéptido IL-18 tal
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y como se describe en |a Patentes Europeas EP 0692538, EP
0712931, EP 0787178 y el Documento WO097/2441. Los
derivados o varlantes de los polipéptidos IL-18 Incluyen
polipéptidos alslados que comprenden una secuencla de
aminodécidos, la cual tiene por lo menos el 70% de identidad.
Por ejemplo, por lo menos el 80% de Identidad, por ejemplo,
por 1o menos el 90% de Identildad, por ejempio, por lo menos
el 95% de Identidad, por ejemplo, por lo menos del 87% al
99% de identidad con la SEQ ID NO:6 (IL-18 humano) o la
SEQ ID NO:7 (IL-18 midrida) como se ilustra en la figura 1,
sobre la longitud total de las SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:7,
respectivamente. Dichos polipéptidos incluyen Ilos que
comprenden el aminoacido de las secuencias SEQ ID NO:6 y
SEQ ID NO:7, respectivamente. E| polipéptido IL-18 puede
tener la secuencla de amlinoacidos que se establece en la
SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:7. Pueden ser usados los
fragmentos IL-18 también estan contemplados, es decir un
fragmento de IL-18 el cual tiene la capacidad de exhiblr una
actividad biolégica (antlgénica o Inmunogénica) del IL-18, tal
como la inducclén de IFN-y. Los fragmentos bioactivos del IL-
18 y/o los fragmentos iInmunogénicos de IL-18.

El polipéptido IL-18 puede estar en la forma de una
proteina madura o puede ser una parte de una protelna mas
grande, tal como una proteina de fusién. También estan

contemplados los variantes de IL-18, es decir pollpéptidos
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que varlan mediante sustituciones conservadoras de
aminoacidos, por medio de las cuales un residuo es
substituido por otro con caracteristicas similares. Dichas
substituciones tiplcas se encuentran entre Ala, Val, Leu y lle;
entre Ser y Tr; entre residuos acidos de Asp y Glu; entre Asn
y GlIn; entre residuos béasicos Lis y Arg; o residuos aroméaticos
Fe y Tir. Las variantes pueden ser utillzadas en las cuales
varios de 5 a 10, de 1 a 5, de 1 a 3, de 1 a 2 6 1 aminoécido
son substituidos, eliminados o agregados en cualqulier
combinaciéon. Los fragmentos bioactivos de IL-18 también
estdn contemplados. EI| término “fragmento bloactivo®
significa un fragmento de IL-18 el cual tiene retenida
substancialmente la misma bioactividad que el IL-18 de
longitud completa. La palabra Dbioactividad significa
cualquiera de las siguientes propledades: aumento de la
actividad de la célula exterminadora natural (NK) vy
respuestas de la célula Th1 (activaciéon de células NK, NKT,
induccién de la proliferacién de células T activada), actividad
antiangiogénica, aumento de la expresién del ligando Fas en
las células NK, NKT y T activadas, la produccién aumentada
de IFNg, GM-CSF y otras citosinas, por ejemplo del tipo Th1,
Ié capacidad para estimular la inmunidad Iinnata y las
respuestas portadas por ambas Th1 y Th2.

En particular, un fragmento bioactivo de I[L-18 es un

fragmento el cual ha retenido la capacldad para aumentar la
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produccion de IFNg medida, in vitro, en el sistema de ensayo
KG-1. Las Iineas de células mielomonociticas humanas (KG-
1), que expresa el receptor |L-18 humano, responderéa al
tratamiento con IL-18 aumentando la produccién (secrecién)
de IFNg (medido mediante el ensayo de ELISA) y Ila
activaclon de NfKB (Matsuko Taniguchi et al. J.
Immunological Methods, 1998, 217, paginas 97 a 102).

Los polipéptidos IL-18 de acuerdo con la presente
Iinvencién pueden ser preparados de cualquier manera
adecuada. El alslamlento incluye polipéptidos que ocurren de
manera natural, de manera recombinante o sintéaticamente,
produciendo dichos polipéptidos, etc. Dichos medlos de
preparacién son bien entendldos en la técnica.

La composiclébn Inmunogénica de acuerdo con la
presente invencién puede Incluir de manera provechosa un
excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptabie. Una
molécula portadora puede comprender varlas formas,
incluyendo un organismo portador tal como un vector
bacteriano vivo o una cepa del portador bacteriano, agua,
soluclédn salina o un quimico Inmunoestimuiante. Un portador
puede ser agua, soluclién salina u otras soluciones
fislolégicas reguladas. Una molécula portadora también puede
Inclulr una particula de pollmero poroso, tal como
microcuentas o una nanoparticula, y una particula de sal

metalica, tal como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminlo,
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fosfato de calcio o fosfato de magnesio, fosfato de hierro,
carbonato de calcio, carbonato de magnesio, sulfato de
calcio, hidréoxido de magnesio, o sales dobles como fosfato de
hierro-amonio, fosfato de potasio-hierro, fosfato de calcio-
hierro, carbonato de calcio-magnesio, o una mezcla de estas
sales.

Al momento de la administraciébn de una preparaclion
combinada como aqul se proporciona, un paclente soportara
una respuesta Inmune que Incluye las respuestas de!l tipo Th1
y Th2.

Dentro de las modalidades de la presente invencién, la
composicién inmunogénica puede comprender adicionalmente
otro adyuvante, por ejemplo, uno que induce una respuesta
inmune predominantemente del tipo Th1. Los adyuvantes de
induccién de TH-1 pueden ser seleccionados del tlpo de
adyuvante que comprenden, adyuvantes derivados del
lipopolisacarido tales como lipopolisacéaridos
enterobacterianos (LPS), 3D-MPL, QS21, una mezcla de QS21
y colesterol, y un oligonuclieétido CpG una mezcla de dos o
méas de dichos adyuvantes. Ciertos adyuvantes para promover
la respuesta predominantemente del tipo Th-1 pueden incluir,
por eJemplo, una combinacién de lipido A monofosforilo, por
ejemplo, llpido A 3-de-O-aclilado fosforilo, junto con una sal
de aluminio. Los adyuvantes MPL® estan disponibles en

Corixa Corporation (Seattle, WA; ver por eJemplo, las
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Patentes Norteamericanas Nos. 4,436,727; 4,877,611;
4,866,034 y 4,912,0984).

En una modalidad, la composicién inmunogénica de
acuerdo con I|a presente invencién puede comprender
adicionalmente un adyuvante de saponina, por ejemplo, una
fracciéon no toxica de Quil A, por ejemplo, QS-17 6 QS-21, por
ejemplo QS-21.

Las saponinas son ensefiadas en la publicacion de:
Lacaille-Dubois, M y Wagner H. (1996. Una revisiéon de
activldad.es blolégicas y farmacolégicas de las saponinas.
Phytomedicine vol 2 paginas 383 a 386). Las saponinas son
glucésidos de esteroide o triterpeno ampliamente distribuidos
en los reinos vegetal y de animales marinos. Las saponinas
son observadas para la formacién de soluciones coloidales en
agua, las cuales hacen espuma al momento de agitarlas, y
para precipitar el colesterol. Cuando las saponinas estan
cerca de las membranas celulares ellas crean estructuras
simllares a poros en las membranas, las cuales ocasionan
que la membrana reviente. La hemolisis de !los eritrocitos es
un ejemplio de este fendémeno, el cual es una propledad de
ciertas, pero no todas las saponinas.

Es sabldo que son conocidas las saponinas como
adyuvantes en vacunas para la administracion sistémica. El
adyuvante y la actividad hemolitica de I|as saponinas

individuales han sido estudiados extensamente en la técnica
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(Lacallle-Dubois y Wagner, menclionadas anteriormente). Por
ejemplo, el Quil A (derivado de ia mordida de la Quillaja
Saponaria Molina del arbol Sud Americano), y fracciones de
la misma se describen en la Patente Norteamericana No.
5,057,540 y en el libro “Saponinas como adyuvantes de
vacunas”" ("Saponins as vaccine adjuvants”) de Kensil, C. R.,
Crit Rev Ther Drug Carrier Syst., 1996, 12 (1-2): paginas 1 a
55; y |la Patente Europea EP 0 362 278 B1. Las estructuras de
particulado, los complejos denominados de estimulo inmune
(ISCOMS), que comprende Quil A o fracciones del mismo, han
sido utillzados en la fabricacién de vacunas (Morein, B.,
Patente Europea 0 108 942 B1). Estas estructuras se ha
reportado que tienen una actividad adyuvante (Patente
Europea 0 109 9842 B1; Documento WO 96/11711). Las
saponinas hemoliticas QS21 y Q817 (fracciones purificadas
por HPLC de Quil A) han sido descritas como adyuvantes
sistémicos potentes y los métodos para su producclén se
describen en la Patente Norteamericana No. 5,057,540 y la
Patente Europea EP 0 362 279 B1. También se describa en
estas referenclas el uso de la QS7 (una fraccion de Quil-A) la
cual actGa como un adyuvante potente para vacunas
sistémicas. El uso del QS21 se describe ademas en la
publicacién de Kensll et al. (1991. en J. Immunology vol 148,
paginas 431 a 437). Las combinaciones de QS21 y polisorbato

o ciclodextrina también son conocidas (Documento WO
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99/10008). Los sistemas adyuvantes de particulados que
comprenden fracclones de QuilA, tales como QS21 y QS7 se
describen en los Documentos WO 86/33739 y WO 96/11711.
Otras saponinas que han sido utilizadas en los estudios
de vacunas sistémicas incluyen aquellas derivadas de otras
especies de planta tales como Gypsophila y Saponaria
(Bomford et al., Vaccine, 10(8): paginas 572 a 577, 1992).
También es sabido que las saponinas han sido utilizadas
en estudios de vacunas aplicadas en la mucosa, las cuales
han encontrado un éxito varlable en Ila induccién de
respuestas inmunes. La saponina AQuil-A ha mostrado
anteriormente que no tiene efecto en la induccién de una
respuesta inmune cuando el antigeno es administrado
intranasalmente (Gizurarson et al. 1994. Vaccine Research 3,
paginas 23 a 29). Mientras que otros autores han usado este
adyuvante con éxito (Maharaj et al., Can.J.Microblol, 1988,
32(5): paginas 414 a 420; Chavall y Campbell,
Immunobiology, 174(3): péginas 347 a 359). Las ISCOMs
comprenden saponina Quil A, y han sido utllizadas en las
formulaciones intragastricas e intranasales de vacunas Yy
exhibieron una actividad adyuvante (Mcl Mowat et al., 1981,
Immunology, 72, paginas 317 a 322; Mcl Mowat y Donachie,
Immunology Today, 12, péginas 383 a 385). EIl QS21, la
fraccion no toxica de la Qulil A, tamblién ha sido descrita en un

adyuvante oral o intranasal (Sumino et al., J.Virol., 1988,
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72(6): paginas 4931 a 4939; y el Documento W0O988/56415).

Una formulacién mejorada puede comprender Ila
combinaclién de un ollgonuclaeétido que contiene CpG con un
derivado de saponina, por eJemplo, la combinacién de CpG y
QS21 como se describe en el Documento WO00/09159 y en el
Documento wo000/62800. Dicha formulacién puedeo
comprender adiclonalmente una emulsién de aceite en agua y
tocoferol. Por conslguiente, todavia una modalldad adicional
de la composicién inmunogénica de la presente invencidn
comprende una combinacién de un oligonucleétido CpG y una
saponina, por ejemplo, QS21, formulada opcionalmente en
una emulsiobn de aceite en agua. La formulaclén puede
comprender de manera opclonal adiclonalmente un adyuvante
3D-MPL®. La QS8-21 puede ser proporcionada en su
composicién menos reactogénica en donde es extinguida con
colesterol, tal y como se describe en el Documento WO
96/33738.

En otra modalidad, la composiclén inmunogénica de la
presente invencion comprende adicionalmente un
lipopolisacarido enterobacteriano derlvado como adyuvante,
por ejemplo, el llpido A monofosforilo, por ejemplo, 3-de-O-
lipido momofosforilo-acilado A,

Se ha sabido desde mucho tlempo atrds que el
lipopolisacarido enterobacteriano (LPS) es un estimulante

potente del sistema Inmune, aunque su uso en los adyuvantes
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ha sido detenido por sus efectos téoxicos. Un derivado no
toxico del LPS, el llpido A monofosforilo (MPL), producido
mediante la remoclén del grupo de carbohldratos del nicleo y
el fosfato de glucosamina del extremo de reduccién, ha sido
descrito por Ribi et al en (1986, Immunology and
Immunopharmacology of bacterial endotoxins, Plenum Publ.

Corp., Ny, paginas 407 a 419), y tiene la sigulente estructura:

Una versiéon destoxlflcada adicional del MPL es el
resultado de la remocion de la cadena acilo de la poslicléon 3
de la estructura del disacarido y es denominado llpldo A 3-O-
monofosforilo-Desacilado (3D-MPL). Este puede ser purificado
y preparado medlante |los métodos ensefiados en la Patente
Britanica GB 2122204B, cuya referencia tamblén describe la
preparacién del |Ilpldo A difosforilo y variantes 3-O-
desaciladas de los mismos. Una forma del 3D-MPL es en la

forma de una emulsién que tlene un tamafio pequefio de
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particula menor de 0.2um de diametro y su método de
manufactura se describe en el Documento W094/21282. Han
sido descritas formulaciones acuosas que comprenden el
llpldo A monofosforilo y un tensioactivo en el Documento
wO098/43670A2.

Los adyuvantes derivados del lipipolisacarido bacteriano
que van a ser formulados en la comblinacién adyuvante de la
presente Invenclén pueden ser purlficados y procesados de
fuentes bacterianas, o alternativamente, pueden ser
sintéticos. Por ejemplo, un llpido A monofosforllo purificado
se describe en la publicacién de Ribi et al 1988 (menclonado
anteriormente) y el lipldo A monofosforilo o difosforllo 3-O-
Desacllado derlvado de Saimonella sp. se describe en la
Patente Britanica GB2220211 y en la Patente Norteamericana
No. 4,912,094, Otros lipopolisacaridos sintéticos y purificados
han sido descritos en el Documento (WO98/01139; la Patente
Norteamericana 6,005,099 y la Patente Europea EP0729 473
B1; Hilgers et al., 1986, Int.Arch._Allergy.Immunol., 798(4):
péaginas 392 a 396; Hilgers et al., 1987, Immunology, 80(1):
paginas 141 a 148 y la Patente Europea EP0549074B1). Los
adyuvantes de lipopolisacéridos bacterianos que pueden ser
utilizados son 3D-MPL y los disacéaridos de glucosamina B(1-
6) descritos en la Patente Norteamericana No.6,005,099 y Ia

Patente Europea No. EP0729 473B1.
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Por consiguiente, los derivados LPS que pueden ser
utilizados en la presente invencién son aquelios
inmuoestimulantes que son similares en la estructura a la del
LPS 6 MPL 6 3D-MPL. En otro aspecto de la presente
invencién, los derivados LPS pueden ser un monosacéarido
acilado, el cual es una subporcién de la estructura anterlor
del MPL.

Un adyuvante disacarido es un lipido A purilficado 6

sintético de la siguiente féormula.

En donde R2 puede ser H 6 PO3H2; R3 puede ser una
cadena acilada o B-hidroximiristoilo o un reslduo 3-aciloiacilo

que tienen la férmula:
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y en donde X e Y tlenen un valor de O hasta
aproximadamente 20.

Las combinaciones de Ilos adyuvantes 3D-MPL vy
saponina derivados de la mordida de la Quillaja Saponaria
molina han sido descritos en |a Patente Europea
EP0761231B. El Documento W0O85/17210 describe un sistema
adyuvante de emulsion basado en escualeno, a-tocoferol y
monooleato de desorbltan polioxletileno (TWEENBSO0),
formulado con el inmunoestimulante QS21, opclonalmente con
3D-MPL.

Por consigulente, en otra modalidad, |la composiclén
inmunogénica de acuerdo con la presente Invencién
comprende (1) un antigeno o fragmento Inmunogénico del
mismo, (2) una combinacidén de adyuvante CpG con uno o méas
de los siguientes adyuvantes seleccionados de la lista que
comprende, por ejemplo: un adyuvante de saponina, por
ejemplo, QS21, en su forma extingulda con colesterol, 3D-
MPL y una emulsiéon de aceite en agua.

En una modalidad adicional, la composicidn
inmunogénica de acuerdo con |la presente Invencién incluye la
combinacién de un llpido A monofosforilo para el adyuvante
CpG y puedeo incluir ambas, una combinacién de un lipido A
monofosforlio y de los adyuvantes de saponina, tales como la

combinaclén del adyuvante 3D-MPL® con QS21 como se



10

15

20

61

describe en el Documento WO94/00153 o una composiclén
menos reactogénica en donde el QS21 es extinguido con
colesterol, como se describe en el Documento W096/33738.
Otras formulaciones pueden comprender una emulsion de
aceite en agua y tocoferol ademas de QS21. Otra formulacién
la cual puede ser agregada al adyuvante CpG es una
formulacién que emplea una combinacién de QS21, adyuvante
3D-MPL® y tocoferol en una emulsién de acelte en agua como
se describe en le Documento WO85/17210. Por consiguiente,
la composicién Inmunogénica de acuerdo con l|la presente
invenclén comprende un antigeno, por eJemplo, un antigeno
asociado con el tumor, un adyuvante CpG, un adyuvante de
saponina, por ejemplo QS-21, opcionalmente junto con el
adyuvante 3D-MPL®, que comprende opclonalmente una
emulsién de aceite en agua y tocoferol, ademas del QS-21.
Por ejemplo, el QS-21 es extinguido con colesterol.
Alternativamente, el adyuvante de saponina cuando esté
presente dentro de la composicién inmunogénica de acuerdo
con la presente Invencién, puede ser comblnado con
vehiculos para vacuna compuestos de quitosan y otros
polimeros policatiénicos, polilactidos y particulas de
polilactido co-glicélido, una matriz de pollmero basada en
poli-N-acetil glucosamina, particulas compuestas de

polisacaridos o polisacaridos quimicamente modificados,
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liposomas vy particuilas basadas en IlIpidos, particulas
compuestas de monoésteres glicerilo, etc. Las saponinas
también pueden ser formuladas en la presencia de colesterol
para formar estructuras de particulado, tales como liposomas
o ISCOMs. Ademas, las saponinas pueden ser formuladas
junto con un éter o éster polioxietileno, en cualqulera de una
solucion o suspensién no particulada, o en una estructura
particulada, tal como un liposoma paucilamelar o ISCOM. Las
saponinas tamblén pueden ser formuladas con exclpientes
tales como Carbopol® para aumentar la viscosidad o pueden
ser formuladas en una forma de polvo seco con un excipiente
en polvo, tal como lactosa.

Las vacunas y las composiciones inmunogénicas pueden
ser presentadas en contenedores de dosis unitarias o dosis
multiples, tales como ampolletas o frascos sellados. Dichos
reciplentes pueden ser sellados herméticamente para
conservar la esterilidad de la formulaclén hasta el uso. En
general, las formulaciones pueden ser almacenadas en la
forma de suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos
aceitosos o acuosos. Alternativamente, una vacuna o
composicién Inmunogénica puede ser almacenada en una
condiclén congelada seca, que requiere solamente la adlcién
de un vehlculo liquido estéril inmediatamente antes de
utilizarla.

Cualquiera de wuna variedad de vehiculos de
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administracién pueden ser empleados dentro de |Ilas
composiciones inmunogénicas y las vacunas para facllitar la
produccidén de la respuesta inmune especifica del antigeno,
que tiene como objetivo las células del tumor. De acuerdo con
una modalidad de la presente invencién, la composicién
inmunogénica aqul descrita es administrada a un huésped por
medio de células que presentan el antigeno (APCs), tales
como células dendriticas, macréfagos, células B, monocitos y
otras céluias que pueden ser disefladas para que sean células
APCs oeoficlentes. Las células APCs pueden, pero no
necesariamente, deben ser genéticamente modificadas para
aumentar la capacidad para presentar el antigeno, para
mejorar la activacién y/o mantenimiento de la respuesta de la
célula T para que tengan efectos antitumor de por sf y/o ser
compatibles inmunolégicamente con el receptor (por ejemplo,
haplotipo HLA acoplado). Las APCs generalmente pueden ser
aisladas de cualquiera de una variedad de fluldos bioiégicos y
6rganos, incluyendo tejidos del tumor y peritumorales y
pueden ser autdlogas alogeneicas, singeneicas y
Xxenogeneicas.

Ciertas modalidades de la presente Invencidén, pueden
utilizar células dendriticas o progenitoras de las mismas como
las células que presentan el antigeno. Las células dendriticas
son APCs altamente potentes (Banchereau J. & Stelnman

R.M., Nature, 19988, 392: paginas 245 a 251) y han mostrado
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ser efectivas como un adyuvante fisiolégico para promover la
inmunidad profilactica y terapéutica antitumor (ver por
ejemplo, la publicacién de Timmerman J.M. y Levy R., en Ann.
en Rev. Med, 1999, 50: paginas 507 a 529). En general, las
células dendriticas pueden ser identificadas basadas en su
forma tiplca (de estrella en el sitio, con procesos
citoplasmicos marcados (dendritos) visibles in vitro) y su
capacidad para asimilar, procesar y presentar antigenos con
alta eficiencia y su capacidad para activar la respuesta de la
célula T natural. Las células dendriticas, por supuesto,
pueden ser disefiadas para expresar receptores de superficies
ceiulares especificos o ligandos que no son encontrados
cominmente en las células dendriticas /n vivo o0 ex vivo, y
dichas células dendriticas modificadas estadn contempladas
por la presente invencién. Como una alternativa para las
células dendriticas, las células dendriticas cargadas con
antigeno de vesiculas secretadas (denominadas exosomas)
pueden ser utilizadas dentro de una vacuna (ver Ila
publicacion de Zitvogel L. et al., en Nature Med., 1998, 4:
paglnas 594 a 600). Por consiguiente, se proporciona una
formulacién inmunoestimulante, por ejemplo, una vacuna que
comprende una cantidad efectlva de células dendriticas o
células que presentan el antigeno, modificadas medlante la
carga in vitro con un polipéptido tal y como aqul se describe,

o genéticamente modificadas in vitro para expresar un

(1)
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polipéptido como aquf se describe y un vehlculo
farmacéuticamente aceptable.

Las c¢élulas dendriticas y los progenitores pueden ser
obtenidos de |la sangre periférica, la madula 6sea, células que
infiltran el tumor, <células que Infiltran los te}jldos
peritumorales, nodos linfaticos, del bazo, la piel, sangre del
corddn umbilical y cualquier otro tejido o fluido adecuado. Por
ejemplo, las células dendriticas pueden ser diferencladas y
agregando ex vivo una combinaciéon de citocinas, tales como
las citocinas GM-CSF, IL-4, IL-13 y/o TNFa a cultivos de
monociltos cultivados de la sangre periférica.
Alternativamente, las células CD34 positivas y cultivadas de
la sangre periférica, la sangre del cordén umbilical o Ila
médula 6sea pueden ser diferenciadas en células dendrlticas
agregando al medio de cultivo combinaciones de ligando GM-
CSF, IL-3, TNFa, CD40 lipopolisacarido LPS, ligando fIt3 y
y/u otros compuestos que inducen Ila diferenciacién,
maduracién y proliferacién de las células dendriticas. Las
células dendriticas son categorizadas convenlientemente como
células “Iinmaduras”™ y "maduras®, que permiten un medlo
simple para discriminar entre dos fenotipos bien
caracterizados. Sin embargo,. esta nomenclatura no debe de
ser interpretada como que excluye todas |as etapas

intermedias posibles de I|a diferenciaciéon. Las células
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dendriticas inmaduras se caracterizan como APCs con una
capacidad alta de asimilacién del antigeno y procesamiento,
lo cual se correlaciona con la alta expresién del receptor Fecy
y el receptor de manosa. El fenotipo maduro generalmente es
caracterizado por una expresibn mas baja de estos
marcadores, pero una expresiéon alta de moléculas de Ila
superficie celular responsables de la activacién de la célula
T, tal como las moléculas MHC clase | y clase |l, moléculas de
adhesién (por ejemplo, CD54 y CD11) y moléculas
coestimulantes (por ejemplo, CD40, CD80, CD868,y 4-1BB).
Las APCs pueden generalmente ser transfectadas con
un polinucleétido que codifica la protelna del tumor (por
eJemplo, MAGE-3, Her2/neu o derivados del mismo) de modo
que el polipéptido del tumor o una porcién inmunogénica del
mismo sea expresado en la superficle de la célula. Dicha
transfeccién puede tener lugar ex vivo y una composicién o
vacuna que comprende dichas células transfectadas, entonces
puede ser utilizada para propésitos terapéuticos como aqul se
describen. Alternativamente, un vehliculo de administracion
del gen que tiene como objetivo un antigeno dendritico o de
otra categoria que presenta células puede ser administrado a
un paciente, dando como resultado la transfeccién que ocurre
in vivo. La transfeccién In vivo y ex vivo de las células
dendriticas, por eJemplio, puede ser reallzada generalmente

utllizando cualqulera de los métodos conocidos en la técnica,
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tales como los que se describen en el Documento WO
97/24447, o el método de plstola de genes descrito por Mahvi
D.M. et al., en Immunology y Cell Biology, 1997, 75: paginas
456 a 460. La carga del antigeno de las células dendriticas
puede ser lograda Iincubando células dendriticas o células
progenitoras con el polipéptido del tumor, ADN (al natural o
dentro de un vector plasmido) o ARN; o con una bacteria o
virus recombinante que expresan el antigeno (por ejemplo,
vaccinlia, virus de viruela aviar, adenovirus o lentivirus).

Otros sistemas de administracién adecuados Incluyen
microesferas en donde el material antigénico es Incorporado
en 0 conjugado a polimeros/microesferas biodegradables, de
modo que el material antigénico puede ser mezciado con un
vehiculo farmacéutico adecuado y utilizado como una vacuna.
El termino “"microesferas®” generalmente se emplea para
describir particulas coloidales las cuales son
substanciaimente esféricas y tienen un diametro en un rango
de 10 nm a 2mm. Las microesferas hechas de un amplio rango
de polimeros naturales y sintéticos han encontrado uso en
una variedad de aplicaciones blomédicas. El sistema de
administracién es especiaimente provechoso para protelnas
que tienen vidas promedio cortas /n vivo que requieren
tratamientos multiples para proporcionar eficacia o que
siendo Inestables en los fluidos ©biolégicos o no

completamente absorbidos del aparato gastrointestinal,
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debido a sus pesos moleculares relativamente altos. Varios
polimeros se han descrito como una matriz para la liberacién
de proteinas. Dichos polimeros adecuados incluyen gelatina,
coldgeno, alginatos, dextrano. Los sistemas de administracién
pueden Incluir acido poli{DL-acido lactico) (PLA), poli(lactido-
co-glicdlido) (PLG), poli(acido glicélico) (PGA), poli(e-
caprolactona) (PCL) y copoliimeros de acido poli{(DL-acido
lacticoglicélico) (PLGA). Otros sistemas pueden incluir
hidrogelis heterogéneos, tales como copolimeros de bloques
mualtiples de poli(éter éster), que contienen bloques
repetitivos basados en poll-(etilénglicol) hidrofilico (PEG) y
poli (butilén tereftalato) hidrofébico (PBT) o poli(etilénglicol)-
tereftalato/poli(butilén tereftalato) (PEGT/PBT) (Sohler et al.
Eur. J. Pharm y Biopharm, 2003, 55, paginas 221 a 228). Los
sistemas pueden proporcionar una liberaclén sostenida de 1 a
3 meses, tales como los sistemas PLGA, PLA Y PEGT/PBT.

E! régimen de tratamiento serd4 variado de manera
importante dependiendo del tamafio y las especies de
pacientes involucrados, la cantidad de vacuna de éclido
nucleico y/o la composicién de la proteina administrada, la
ruta de administracién, ia potencia y dosis de los compuestos
adyuvantes utilizados y otros factores los cuales podrian ser
apreclados por los expertos en la técnica médica.

La presente invencidon se describird adicionalmente

haciendo referencia a los siguientes ejemplos no limitativos:



10

15

20

25

EJEMPLO 1

Preparacién de Ila vacuna utllizando composiciones
inmunogénicas basadas en CpG

i.1. — Preparaclén inmunogénica que contiene QS21 y CpG
en una formul-aclén de lljposoma (adyuvante AS15):

Este sistema adyuvante AS15 ha sido descrito
anteriormente en al Documento WO 00/62800. El AS15 es una
combinacién novedosa de dos sistemas adyuvantes, ASO1B y
ASO7A. El AS01B esta compuesto de liposomas que contienen
3D-MPL y QS21 y el ASO7A esta compuesto de CpG 7809
(también conocldo como CpG 2006) en una solucién sallna
regulada por fosfato.

3D-MPL: es un derivado inmunoestimulante del
lipopolisacarido (LPS) de la bacteria Sa/monella minnesota
gram positiva. El MPL ha sido desacilado y carace del grupo
fosfato en una porclén del lipido A. El tratamiento quimico
reduce de manera dramatica la toxicidad mientras que
conserva las propiedades Inmunoestimulantes (RIbl, 1988).
Ribi Inmunochemistry produce y suminlstra el MPL a GSK-
Biologicals.

QS21: es una molécula natural de saponina extralda de
la mordida de |la Quillaja saponaria Molina del arbol de Sud
América. Una técnica de purificacion desarrollada para
separar la saponinas individuales de los exiractos crudos de

la mordida, permitieron el aislamiento de Ila saponina
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particular, QS21, la cual es un glucdsido triterpeno que
demuestra una actlvidad adyuvante mas fuerte y una toxlicidad
més baja, comparada con el componente de origen. El QS21
ha mostrado activar el MHC clase | restringiendo los CTLs a
varias unidades Ags, asl como para estimular la proliferacién
linfocltica especifica de Ag (Kensll, 1992). Aquila (formally
Cambridge Biotech Corporation) produce y suministra la QS21
a GSK-Biologicals.

CpG: El CpG ODN 7909 es un oligodesoxl-nuciedétido
fosforotioato de cadenas sencillas sintético (ODN) de 24
bases de longitud. Su secuencia béasica la cual es 5'-
TCGTCGTTTTG-TCGTTTTGTCGTT-3', ha sido optimizada
para el estimulo del sistema inmune humano. El ADN del CpG
o el ODN sintético que contienen patrones CpG es sabido que
activa las células dendriticas, monocitos y macréfagos para
gue secreten citocinas similares a la TH1 e induzcan la
respuesta de la célula T TH1 Incluyendo la genearacién de las
células citollticas, estimulan las células NK y secretan IFNg y
aumentan su actividad Iftlca, también activan las células B
para que proliferen (Krieg A et al. 1985 Nature 347: pagina
546, Chu R et al. 1997 J. Exp. Med. 186 pagina 1623). El CpG
7909 no es antisentido en cualqulera de las secuencias
conocidas del genoma humano. El CpG7909, es un adyuvante
de propledad desarrollado por y producido a nombre de Coley

Pharmaceutical Group, Inc., MA, EUA.
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Formulacidn con CpG:

Las formulaciones se prepararon los dias de las
inyecciones. El volumen de la inyeccién por ratdon fue de 50 6
100ul. Una formulacién tipica que contiene CpG, 3D-MPL y
QS21 en liposomas se hace de la manera sigulente: se
diluyen de 20ug a 25ug del antigeno con HzO y PBS en un pH
de 7.4 para la isotonicidad. Después de 5 minutos, el Q821
(0.5 ug), mezclado con los liposomas en una proporcién de
peso de QS21/colestaerol de 1/5 (a la que nos referimos como
DQ) se agregd a la formulacién. 30 minutos después se
agregaron 10ug CpG (ODN 2006) y 30 minutos antes de Ila
adicion de 1ug/ml de tiomersal como conservador. Todas las
incubaclones se |levaron a cabo a temperatura ambiente con
agltacién.

1.2.- Preparacién Inmunogénica que contlene CpG y AS02
(El AS02 es QS21 y lipido A monofosforiilo 3 de-O-acllado
{(3D-MPL) en una emulsién de acelte en agua):

El sistema  adyuvante AS02 ha sido descrito
anterlormente en el Documento WO 95/17210.

3D-MPL: es como se describié anterlormente.

QS21; es como se describié anteriormente.

La emulsién de aceite/agua estd compuesta de una fase
organica hecha de dos aceites (un tocoferol y escualeno) y

una fase acuosa de PBS que contlene Tween 80 como
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emulsificador. La emulsién comprendla 5% de escualeno, 5%
de tocoferol 0.4% de Tween 80 y tenla un tamafio particula
promedio de 180 nm y es conocido como SB62 (ver
Documento WO 95/17210).

Preparacié B82 ncentrado doble):

El Tween 80 es disuelto en soluclén salina regulada por
fosfato PBS para producir una solucién al 2% en el PBS. Para
producir 100 ml en una emulslién de concentrado doble, se
mezclaron completamente mediante agitacién en vértice 5g
de DL alfa tocoferol y 5§ ml de escualeno. Se le agregaron 90
ml de una solucibn de PBS/Tween y se mezclaron
completamente. La emulsién resultante entonces fue pasada a
través de una jeringa y finalmente microfluidificada utilizando
una maquina de microfluldificacién M110S. Las gotitas de
aceite resultantes tlenen un tamafio de aproximadamente
180nm.

Formulaciones con CpG:

Una formulacién tipica que contiene 3D-MPL y QS21 en
una emulsion de aceite/agua se lleva a cabo de la manera
sigulente: se diluyen de 20ug a 25pg del antigeno
concentradas en 10 dobleces de PBS, pH 6.8 y H20 antes de
la adicién consecutiva de SB62 (50uL), MPL (20png), QS21
(20ug), que comprende el oligonucleédtido CpG (100 uG) y 1

pg/ml de tiomersal como conservador. La cantidad de cada
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componente puede variar seglin sea necesarlo. Todas las
incubacliones se llevan a cabo a temperatura ambiente con
agitacion.

EJEMPLO 1l

Efecto del miL 18 en combinaclién con |la vacuna Her2/neu
adyuvada con AS15 en un modelo terapéutico TC1 Her2
II.1. Disefio experimental

Vacuna

La vacuna Her-2/neu es ECD-PhD y comprende el
dominio extracelular completo (comprendiendo los
aminoécidos del 1 al 645) y una porcién inmunogénica del
dominio intracelular que comprende el dominio de
fosforilacién. Dicha construcclén de vacuna se describe en el
Documento WO00/44898 y es denominada dHER2.

La proteina dHER2 fue co-liofilizada con CpG, diluyendo
el antigeno en una mezcia de H20, sacarosa
NaH2PO4/K2HPO4. Después de 5 minutos, se le agregd CpG
ODN 7909 para obtener un volumen final que contiene
625ug/ml de Her2neu, 1250 pg/ml de CpG, 3.15% de
sacarosa, vy 5mM de PO4, pH 7 antes del secado por
congelacién. El volumen final fue llofilizado de acuerdo con
un ciclo de 3 dlas. Para la formulacién extemporanea, la torta
liofillzada que contlene el CpG y el antigeno se suspendid de

nuevo con B825ug de ASO01B el cual es un diluyente que
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contiene 100ug/ml de MPL Y DQ.

Los animales fueron inyectados con 50ul con un
contenlido de 25ug de Her2/neu, 50ug de CpG y 5ug MPL y
DaQ.

HER-2/n e expresa el modelo de tumor

E! modelo de tumor utilizado en este experimento:
TC1HER2 fue generado mediante la transducclon retroviral de
las células TC1 (proporcionadas por Dr T.C. Wu John's
Hopkins University, Baltimore) con un retrovirus recombinante
que codifica el HER-2/neu).

Los clones Individuales han sido alsilados, amplificados
y la estabilidad del HER2/neu y la expresién MHC clase | fue
confirmada medlante citometria de flujo.

Grupos de ratones:

4 grupos de 5 ratones CB6F1 hembra recibié en el dla 0
una inyeccion sub-cutanea (SC) con células 2x10e6 TC1Her2
ci8, seguido por la vacunacién, ya sea con:

-gr1: PBS

-gr2: inyeccién diaria de 100ug de miL18 (mdrido) del

dia 7 al dia 27 (SC).

-gr3: 25 pg de proteina dHER2 en AS15 en los dias 7 y

14 (IM)
-gr4: la combinacidon de |la vacuna y el miL18

11.2. Prollferaclién y mortalildad del tumor In vivo:
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Los resultados se muestran en la figura 2 y en la Tabla

Tabla 1: porcentajes de ratones los cuales permanecen
libres de tumores, 27 dlas después de la inyeccidon de

TC1HER2al tumor.

PBS 0%

miL18 20% ( mortalidad : 2/5)
dHER2/AS15 0%
dHER2/AS15

miL18 60% (2/5 desanolo de un fumor pequefio)

11.3 Concluslén

La estrategia de la vacuna basada en el uso de la
proteina HER-2/neu puriflcada recombinante (dHER2)
formulada en un adyuvante (AS15) combinada con |la
inyecclén repetida de recomblnante mdarido IL-8 produlo
resultados mejorados en tumores previamente establecidos,
los cuales expresan e! antigeno HER2/neu, comparados con
una estrategia de vacunaciéon con cualquiera de Ia
composiciones vacuna o el IL-18 solos. La vacunacién basada
en el uso de las protelnas dHER recombinantes formuladas en
el adyuvante AS15 habla mostrado anteriormente proteger de
una manera muy eficlente contra un reto con estas células del

tumor que expresan el antigeno HERZ2/neu. La proteccién es
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especifica para el antigeno HER2/neu y esta asociada con la
inducclén de una memoria inmune de largo plazo. En este
modelo terapéutico méas severo se preestablecieron los
tumores y las vacunas han mostrado ser menos efectivas
teniendo solamente un impacto limitado en el crecimiento del
tumor (ningln ratén rechazé completamente los tumores en
estas condiciones). Sin embargo, de manera sorprendente.
cuando ambos tratamientos se administraron de manera
consecutiva, se obsarvd una sinergla y el 60% de los ratones
permanecié completamenta libre de tumores mientras que el
40% solamente desarrolld un tumor pequefio. En concluslén,
existe un beneficio claro al combinar el miL-18 y las vacunas
como se muestra en la Tabla 1. Esto podria significar que
ambas la induccion de las respuestas de la ceélula T
especifica de HER2/neu mediante la vacuna en la activacién
del sistema Inmune mediante la Inyecclén repetida de IL-18
son cruclales para obtener la regresién del tumor.
EJEMPLO Il
Efecto del mIL18 en comblnaclén con la vacuna MAGE-3
adyuvada con AS15 en el modelo terapéutico TCt Mage3
I11.1. Disefio del experimento
Vacuna

El modelo de tumor que expresa el antigeno del tumor
Mage3 ha sido generado (TC1Mage3) modifilcando

genéticamente las células TC1de origen medlante Ia

[23



10

15

20

77

transfeccién clasica de un plésmido de ADN que codifica el
Mage3 (PcDNA3 Mage3). Este modelo de tumor fue generado
transfectando las células TC1 de origen, (proporcionadas por
T.C. Wu at John's Hopkins University, Baltimore) con un
plasmido PcDNA3 que codifica el Mage3. La transfecciéon fue
realizada utilizando I|ipofectamina de acuerdo con la
recomendacién del proveedor del equipo (Gibco BRL Life
Technologlies, catalogo no. 18324-012).

Estas células son tumorigénicas y el 100% de los
ratones inyectados con ellas desarrollaron un tumor de
células 2 1086 TC1 Maged.

4 grupos de 5 ratones C57BL/6 hembras recibiran en el
dia 0 una inyeccién subcutdnea (SC) de desaflo con células
2x10e6 TC1Mage3 seguido por la vacunaclén con cualquiera
de:

-gr1: PBS

-gr2: inyeccidn diaria de 100ug de miL18 (mdrido) del

dla 7 al dia 27 (SC)

-gr3. 10pug de proteina Mage3 en AS15 los dlas 7 y 14

(IM)

-gr4: la combinacidn de la vacuna y el mIL 18

La capacidad del Mage3 en la vacunacion AS15, se
evaluaron las inyecciones de IL18 y el tratamiento combinado

para inducir la regresion del tumor. ElI impacto de |la

[24
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vacunaciéon y/o el tratamiento de IL 18 en el parametro
inmune también es medido (prollferaciéon linfatica, produccién

de citoclnas).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para mejorar una respuesta Inmune a un
antigeno en un mamlfero, el cual comprende ia administracion
al mamifero de una cantidad segura y efectiva de 1) un
pollpéptido IL-18 o un fragmento biocactlvo o varlante del
mismo y 2) una composicion inmunogénica que comprende un
antigeno o derivado Inmunogénico del mismo y un adyuvante
CpG.

2, El método tal y como se describe en Ia
relvindicacién 1 caracterizado porque el antigeno o el
derivado Iinmunogénico del mismo es derivado de un
organismo seleccionado del grupo siguiente: el virus VIH-1 de
inmunodeficiencla humana, virus de herpes simplex humano,
citomegalovirus, Rotavirus, virus de Epstein Barr, Virus de
Varicela Zoster, de un virus de hepatitis tal como el virus de
hepatitis B, virus de hepatltis A, virus hepatitis C y virus de
hepatitis E, virus Sincitial Respiratorio, virus de
parainfluenza, virus de sarampién, virus de paperas, virus de
papiloma humano, flavivirus o virus de influenza provenientes
de Nelsseria spp, Moraxella spp, Bordetella spp;
Mycobacterium spp., Incluyendo M. tuberculosis; Escherichia
spp, inciuyendo el E. coli enterotéxico; Salmonelia spp.;
Listerla spp; Hellcobacter spp; Staphylococcus spp.;
incluyendo §. awureus, S. epidermldis;; Borrella spp;

Chlamydia spp.; incluyendo C. Trachomatis, C. pneumoniae;
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Plasmodium spp., incluyando P. falciparum; Toxoplasma spp.,
Candida spp.

3. Un método para reducir la severidad de un céncer
en un paclente, que comprende la administraclén a un
paciente que la necesita de una cantidad segura y efectiva de
1) un polipéptido IL-18 o un fragmento bloactivo o variante
del mismo y 2) una composicién inmunogénica que comprende
un antigeno asociado con e! tumor o un derivado
inmunogénico del mismo y un adyuvante CpG.

4. Un método tal y como se describe en Ila
reivindicaciéon 3, caracterizado porque el antigeno o derivado
inmunogénico del mismo asoclado con el tumor es
seleccionado de! grupo que comprende: un antigeno de Ia
familia MAGE, PRAME, BAGE, LAGE 1, LAGE 2, SAGE,
HAGE, XAGE, PSA, PAP, PSCA, prosteina, P501S, HASH2,
Cripto, B726, NY-BR1.1, P510, MUC-1, prostasa, STEAP,
tirosinasa, telomerasa, survivina, CASB616, P53, o her2 neu.

5. Un método tal y como se describe en cualquiaera de
las reivindicaciones de la 1 a |la 4, caracterizado porque ef
polipéptido IL-18 o el fragmento bloactivo o variante del
mismo en la composicién inmunogénica son administrados
simultdéneamente, por separado o consecutivamente en
cualqulier orden.

6. El método tal y como se describe en Ia

reivindicacién 5, caracterizado porque el polipéaptido IL-18 o

12
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el fragmento bloactivo o variante del mismo y la composiclén
inmunogénica son administrados simultaneamente en la forma
de una preparacion farmacéutica combinada.

7. Un método tal y como se describe en cualquiera de
las relvindicaciones de la 1 a la 6, caracterlzado porque el
polipéptido IL-18 o el fragmento bicactivo derilvado del mismo
es de origen humano o marido.

8. Un método tal y como se describe en Ia
reivindicacién 7, caracterlzado porque el IL-18 es el
polipéptido de la SEQ ID NO.6 6 SEQ ID NO.7 o el fragmento
bioactivo o derivado del mismo.

9. Un método tal y como se describe en cualquiera de
las reivindicaciones de |la 1 a la 7, caracterizado porque el
adyuvante CpG comprende una Purina, Purina, C, G,
pirimldina, y secuencia de pirimidina.

10. Un método tal y como se describe en cualquiera de
las reivindlcaclones de la 1 a la 8 caracterizado porque el
adyuvante CpG es selecclonado del grupo que comprende:
TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (SEQ ID NO:1);TCT CCC
AGC GTG CGC CAT (SEQ ID NO:2); ACC GAT GAC GTC GCC
GGT GAC GGC ACC ACG (SEQ ID NO.3) TCG TCG TTT TGT
CGT TTT GTC GTT (SEQ ID NO:4); TCC ATG ACG TTC CTG
ATG CT (SEQ ID NO:5).

11. Un método tal y como se describe en cualquiera de

las reivindicaciones de la 1 a |la 8 caracterizado porque el
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adyuvante CpG contiene por lo menos dos repeticiones CG no
metiladas, estando separadas por lo menos por 3 nucleétidos.

12. Un método tal y como se descrilbe en Ila
reivindicacién 11, caracterizado porque el oligonucleétido
inmunoestimulante contiene por lo menos tres repeticiones
CG no metlladas, estando separadas por 68 nucleétidos.

13. Una preparacién comblnada que comprende como
Ingredientes activos los siguientes componentes individuales:
{1) un polipéptido IL-18 o fragmento blioactivo o variante del
mismo (2) una composicién inmunogénica que comprende un
antigeno y un adyuvante CpG, slendo los ingredientes activos
para e! uso simultdneo, separado o consecutivo para la
profilaxis y/o tratamiento de enfermedades infecciosas,
cancer, enfermedades autoinmunes y padecimientos
relacionados.

14. Una preparaclén combinada tal y como se describe
en la reivindicacién 13 caracterizada porque los componentes
(1) y (2) son mezclados en una composlicion.

15. Una preparacién combinada tal y como se describe
en las reivindicacién 13 ¢ 14 caracterizada porque la
composicién inmunogénica comprende un antigeno o derlvado
inmunogénico del mismo asociado con el tumor y es
profilacticamente o terapéuticamente activo contra el cancer.

16. Una preparacién combinada tal y como se describe

en la reivindicacién 15, caracterizada porque el antigeno o
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derivado Inmunogénico del mismo asociado con el tumor es
seleccionado del grupo que comprende un antigeno de la
familia MAGE, PRAME, BAGE, LAGE 1, LAGE 2, SAGE,
HAGE, XAGE, PSA, PAP, PSCA, prostelna, P501S, HASH2,
Cripto, B728, NY-BRt.1, P510, MUC-1, Prostasa, STEAP,
tirosinasa, telomerasa, survivina, CASB616, P53, 6 her 2 neu.

17. Una preparaclén combinada tal y como se describe
en cualqulera de las reivindicaciones de la 13 a la 186,
caracterizada porque el polipéptido IL-18 o el fragmento
bloactlvo o derivado del mismo es de origen humano o
murido.

18. Una preparacién combinada tal y como se describe
en la reilvindicaclén 17, caracterizada porque el IL-18 es el
polipéptido de la secuencia SEQ ID NO. 6 6 SEQ ID NO. 7 6
un fragmento bioactlvo o derivado de! mismo.

19. Una preparacién combinada tal y como se describe
en cualquiera de las relvindicaclones de la 13 a la 18,
caracterizado porque el adyuvante CpG es tal y como se
describe en cualqulera de las reivindlcaclones de la 8 a la 12.

20. La preparaclén combinada tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaclones de la 13 a la 19, en la
cual la composiclén Inmunogénica comprende adiclonalmente
un quimico inmunoestimulante seleccionado del grupo que
comprende: 3D-MPL, QS21, una mezcla de QS21 y colesterol,

hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, tocoferol y una
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emulsién de aceite en agua o una combinacién de dos o mas
de dichos adyuvantes.

21. La preparacién combinada tal y como se describe
en la reivindicaclén 20, caracterlzada porque el adyuvante de
la composiciébn inmunogénica comprende 3D-MPL, CpG,
QS21, colesterol o una emuislién de acelte en agua.

22. La preparacidéon combinada tal y como se describe
en la reivindicacién 21, caracterizada porque la emulsién de
aceite en agua comprende escualeno, tocoferol y monooleato
de polioxietilensorbitan (Tween 80).

23. La preparacion combinada tal y como se describe
en la reivindicacién 20, caracterizada porque la composlicién
inmunogénica comprende QS21, colesterol y un adyuvante
CpG.

24, La preparacléon combinada tal y como se describe
en cualquiera de las reivindicaclones de la 13 a la 23,
caracterizada porque ambos componentes activos se
encuentran en formas de soluciones que se pueden Inyectar.

25. Un equipo farmacéutico que comprende como
ingredientes activos los siguientes componentes indlviduales
(1) un polipéptido IL-18 6 fragmento bioactivo del mismo (2)
una composicién Inmunogénica que compren&e un antigeno o
derivado inmunogénico del mismo y un adyuvante CpG,
slendo los ingredientes activos para el uso simultaneo,

separado o consecutivo para la profilaxis y/o tratamiento de
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enfermedades infecciosas, céncer y enfermedades
auntoinmunes.

26. EIl equipo farmacéutico tal y como se describe en la
reivindicacléon 25 caracterizado porque |a composicion
inmunogénica comprende un antigeno asociado con el tumor o
un derivado inmunogénico del mismo y es profllacticamente o
terapéuticamente activo contra el cancer:

27. Un equipo farmacéutico tal y como se describe en
la relvindicaclén 28, caracterizado porque el antigeno
asociado con el tumor o derlvado inmunogénico del mismo es
seleccionado de! grupo que comprende:. un antigeno de Ila
familia MAGE, PRAME, BAGE, LAGE 1, LAGE 2, SAGE,
HAGE, XAGE, PSA, PAP, PSCA, prostelna, P501S, HASHZ2,
Cripto, B726, NY-BR1.1, P510, MUC-1, Prostasa, STEAP,
tirosinasa, telomerasa, survivina, CASB6168, P53, 6 su her 2
neu.

28. Una preparacién comblnada tal y como se describe
en cualquliera de la reivindicaciones de |la 13 a la 23 para
utliizarse en una medicina.

29. Un método tal y como se describe en cualquiera de
las relvindicaclones de la 1 a la 12 el cual comprende el uso
de una preparacién combinada de acuerdo con cualquiera de
las relvindicaciones de la 13 a al 24.

30. El uso de un polipéptido IL-18 o fragmento

bloactivo o derilvado del mismo en la fabricacién de un
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medicamento para la profllaxis y/o tratamiento de pacientes
que sufren o0 son susceptibles a enfermedades infecciosas,
cancer, enfermedades autoinmunes o padecimientos
relacionados, y que ya ha sido preparado con una
composicién Inmunogénica que comprende un antigeno o
derivado inmunogénico del mismo y un adyuvante CpG.

31. EIl uso de una composiciébn Inmunogénica que
comprende un antigeno o un derivado inmunogénico del
mismo y un adyuvante CpG en |la fabricaclén de un
medicamento para el tratamiento de pacientes que sufren de
o son susceptibles a enfermedades infecclosas, céncer,
enfermedades autoinmunes y padecimlientos relaclonados, y
que ya han sido preparados con un polipéptido IL-18 6
fragmento bioactivo derivado o del mismo.

32. El uso tal y como se describe en la relvindicacién
30 6 31 en donde el antigeno es un antigeno asociado con el
tumor y el cancer es seleccionado del grupo consistente de
cadncer de mama, cancer de pulimén, NSCLC, céancer de colén,
melanoma, cancer de ovario, cancer de |la vejiga, carcinoma
escamoso de cabeza y cuello, céncer del eséfago.

33. EIl wuso tal y como se describe en Ilas
reivindicaclones de la 30 a la 32, caracterizado porque el
polipéptido IL-18 y el fragmento bloactivo o derivado del
mismo es de origen humano o murido.

34. EIl uso tal y como se describe en la relvindicacién
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33, en donde el IL-18 es el polipéptido de la secuencia SEQ
ID NO.B8 6 SEQ ID NO. 7 6 un fragmento bioactivo o derivado
del mismo.

35. El uso tal y como se describe en cualquiera de las
reivindicaciones de |la 30 a |la 34, caracterlzado porque el
adyuvante CpG es tal y como se describe en cualquiera de las

reivindlcaciones de la 8 a la 12.

(34
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Polipéptidos IL-18

FIG. 1A secuencia del polipéptido IL-18 humano
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FI G . 1 B Secuencia del polipéptido IL-18 mdrido
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FIG. 2
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Crecimiento del tumor In vivo en el modelo terapéutico TCl Her2

—&— GR-01: Medio de Control del Tumer

-~ GR-02: Control ded Tumor / m IL18
diario de 7 a 27 Promedio

—a— GR-03: dHer2 #/AS15 Promedio

—i— GR-04: dHer2 #/AS15// mIL18
dlario de 7 a 27 Promedio

f?_‘.

Dias

40

(73



s

_—

N #r

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO ﬁg
a0-D000 F-IW-’ 4004 4
Rod' 08024504
Don, 2120 NUEGREAGIONES L rucuans
frai 11 PATENTEML Evn 378 FASEN
A 411 PREGENTACION ~ Follos:

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
4 Indicacién de que se solicita la concesidn de una patente [»] 4
4 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [>d 4
@ Descripcién de la invencién [> <o
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [»] 4238
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas 4 2
COMPLETA [<] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
@ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacién gréfica y fotogrifica del Disefio Industrial o muestra del []

material que incorpora el disefio
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
COMPLETA [ ) INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
€ Representacion gréfica del esquema trazado [
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [

el bl Sl Bed

COMPLETA [ INCOMPLETA [

Firma Respongable

Fecha ﬂ'}ﬁ / Jq' /ﬂ%ﬂé Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10

Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: Info@elc.qov.co
WWW.slc.gov.co
Bogota, D.C., Colombia




MINISTERIO OE SE ASUME
RELACEAMES EXTERIORES ntsmggmumn DELTEXTD

nluseu-,an o U -8 All ui
G -

casﬂmmmfﬁféﬁ JF TONES
BGCoMEWTG DTSENPERA BOGITAD C.

LS {UNCIENES INDICADAS

5>



