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SUPERINTENDENCIA DE INGUSTRIA Y COMERCIO

Ind 'rla Rﬂwm Faot 19:02:01 °
ustria y Comercio “11 PATENTEMY ASENACIONAL)
Tt e st Fro
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT )
ENTRADA EN FASE NACIONAL 13- OF- 290§
® SOLICITUD DE:
B4 Patente de Invencion [C] Patente de Modelo de Utitidad -
i
X ceptuol %~ ] Cepiuio I.
Nombre: BIOLOGICALS IDENTIFICACION
® SA y SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION/
SOL'?,'I)ANTE Direccién: Rue de institut 89, B13s0] ¢€C. O ~NT [J
Rixensart, Bélgica y One Frankin Plaza,| CE [J] oOmo []

Philadelphla, Estado de Psnnsylvania

19101, Estados Unldos de América.

Naconeldad o Domicilo: Rixensert,| U@
Béigica y Phlladelphia, Estado de NGmero

Pennsyivania, Estados Unidos de América.

Lugar de Constitucién: Bélgica y Estado de
Pennsylvania, Estados Unkios de América.

Teléfono: 3264270 Fax: 60689701
E-mall:_Jlicco@lloredacamacho.com

®

Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
cc. DA nNiT

]
Direccién: Calle 72 No. 583 Piso 5| CE. [ ] owo™ []

REPRESENTANTE
O APODERADO

Bogota, Colombia

Teléfono: 3264270

Fax: 8069701

Cusl

Nﬂmyrﬂmﬂa TP 53215

©®

E-mall: jllom@%;;gc{maeho.m L
Nombre: BRUCK Claudine Elvire Marle; GERARD’Catherine Marie Ghislaine y

JONAK Zdenka Ludmlla.

INVENTOR(ES)
(72) Direccién: GlaxoSmithKline, 709 Swedeland Road, King of Prussia, PA 19406 Y
GlaxoSmithKline Biologicals S.A., Rus de I'Institut 89, B-1330 Rixensart.
Nacionalidad o Domicllio: Estados Unidos de América y Béigica
® PerT (86) yd P
/

Solicitud Intemacional No. _PCT/EP2004/011620 /

Publicacién Internacional No._ WO 2005/038634 A1

Fecha: 11/10/04
Fecha: _gﬁ&m’/_

THulo (54)

“COMPOSICIONES DE VACUNA QUE COMPRENDEN UNA INTERLEUCINA 18

Y SISTEMA DE ADYUVANTE DE SAPONINA"

@ Clasificacién

Internaclonal (51) _A61K 39/39 . gglﬂ'stloL'ﬂl\Iu' 3[9_‘,:'

(® Prioridad

silX] no []

33) Pals de Ori (32) Fecha (31) Ndmero de Solicitud |

GB / 13110/03 / 0323965.4 /

Comprobante de Pago No. _06 - 20,832

Fecha: _15/03/06




E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Dowmentos)que ecreditan |a existencla y representacion legal cuando los solicitantes sean personas
jurldicas. (2.

Documentoe de Representacion Legal.

|:| Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.
D Declaraciones

|:| Copia de la solicitud intemaecional. (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)

[X] Traduccion de a solicitud Intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)

D Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminer (IPEA).

D Traduccién del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.
[[] De ser el caso, copla del contrato de acceso.

[:| De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades Indigenas.
[] Arte Final 12x12.

D De ser ol caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o tituios obtenidos en el extranjero por el
mismo tltular o su causants, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadaa a la sollcitud intemacional.

E Otros: Reporte de busqueda Intemacional con su traducclén, publicacién con su traduccién y opinién
escrita con su traducclén.

( ANEXOS w
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ANEXO

Los documentos que acreditan Ila 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 estan presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria
de cada uno de dichos Representantes Legales para
actuar dentro del presente expediente, a fin de que
cualquiera de ellos pueda intervenir en cualquier tiempo

respecto de la solicltud en él contenida.

\Crer

ALICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466

DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y
en espaiiol.

Certificado Notariul (Sociedad) documento también escrito en inglés y en espafiol.

Notarizacion, documento escrito en espafiol.

APOSTILLA

(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1981)
Reino Unido de la Gran Bretana e Irlanda del Norte

1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafia e Ilanda del Norte
Este documento publico

2. ha sido firmado James Kerr Milligan
actuando como Notario Publico

4, lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico N W g
CERTIFICADO E \. °#‘#.'j“_.§;’jf‘_"_ _
5. en Londres 6. el 01 de seplieMbre’de 2004

por el Secretario de Estado Principal de Su Majestz ’ Asuntos
Exteriores y del Commonwealth

8. Numero: G 749037

9. Selio/Estampilla: 10. Firma: (ilegible)

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

——
m;@'ﬂrm'ﬁo’
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Sello de [a Oficina de Asuntos W. Glass

Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado
Sl este documento se va a usar en un pais 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 pals. Una apostila o certificado de
legalizacion unicamente confima que la firma, sello o estampilly 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 segin mi mejor saber y entender, este dla 8 de septiembre de
2004, en ia ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora

Oficial, Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Replblica de Colombia.

TRADUUTOR OFICIAL
RESOLUCION 2177

- f
ANITA ESCOBAR DE TAMAYO : E

MENTE?
1014 e .
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Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILILIGAN, 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 Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
identidad me consta, Apoderado de 1la 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 esté
debida x‘sut_icientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en
virtud -de.l- gp‘der otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12
de juni(; Ht_a' 2602, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgé 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 exp1do la presente

I satio HENDE2 mnn '
_ NOTAKW (ry "3
3% ot R

DE PINNA
33 Fircmilly | opden Wid 01
Tulpplions, +44 S50 TR 8800  Fiarsimile: +44 (iD TEM 000 DX Na. 4531 Peemiilly 3



APOSTILLE
(Hague Convention of §-October [961/Convention de La Haye du & octot

. Country: United Kingdom of Gres Britain and Northern Ircland !

Payx Roysume-Uni de Grande-Bretagne et d'Irlande du Nord
This public document/Le présent acte public
mpedoetty “N6 ey Yo Millyan

. acting in the capacity of MNotary Pubiic
Apineant en QUANEE dB ... .........c.iiiiiciriserre it e st e R aarsea s s e n s
bears the seal /At i"' Praens e e '
g vy by 2SR ooy Bk

Centified /Attesté
5, st London/h Landres & the/le ............. E‘.‘:'E:“' ..........

. by Her Majesty's Principal Secretary of State for Foreign and Commonwesith Affairs/
par e Secrdtaire &'Etat Principal de Sa MajeptéanxsAShires Elrpngbees  Commonwealth

I A e

For the Servgyy of S/ Pour ki Secvisnire o Exnt

If this document is to be used in & country which is

not party to the Hogue Convention of § October 1961,
it should ha nessantad s the conemlsr anction of the

 wUbALS W VR AN

J missinn rewecruting that coundry.
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""Los abajo firmados, GLAXOSMITHKLINE
.BIOLOGICALS S.A., una socladad organizada y
" axistente de conformidad con |as leyes de Béigica.

: con domicllio en rue de P'institut 89,
B-1330 Rixensart,
i Béigica

,nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo

IGUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domicliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
§-83, piso 8o., nuestros representantes legales y
verdaderos &n Bogotd, con facultades para recibir
netificaclones y nombrar apoderades judiclales ©
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decrato 410 de
1071,

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA ylo ENRIQUE
. ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos

designe, quedsn especiaimente faculiados para
repressntamos ente las auloridades colombianas,
administrativas, [udiciales ¢ de policia, en todos los
rémites relativos a la propiedad industrial, a cuyo

elaclo les facullamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reciamos,
recursos y preseniar desistimlentos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
JInslaurar  cancelaciones, ranunclar fotal o
| parciaiments a los regisiros, abonar todos los
timpuesios y cuotas y efectuar todo otro page
determinado por la iey: recibir todos los documentos
y valores, dande el descargo respectivo; Henar
cualesquiera otros requisios y lomar, en fin, todas
las medidas que crayeren conducentes al resguardo
de nuastras intereses; y en caso de producirse
oposiclon, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencidn como
temandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudisndo transar, someter a
drbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
4s facuitades que resullen necesarias, y por el

ente declaramos desde ahora valido y bueno

cuanto dichos representantes y/o los apoderadas que
cuaiquiera de aillos nombre hicieren en nuesto
beneficio.

Asimlamo, facultamos a fos doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYD ylo IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en !a Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualqulera da ellos olorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado ‘

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

domiciled at rue de Finstitut 89,

B8-1330 Rixensart,

Beiglum /
hereby appoint, ALICIA LLOREDA a@andlor

GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in sald town, Calle Y2 No. 5-83, Sixth
Fioor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to recelve nolifications and to appoint
judiclal or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA andlor
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the adminisirative, judiclal or
polica authoritlas of Colombla, in all proceedings
partaining to industriel property, for which purpose we
authonze them to take before the sald authorities all
the necessary steps for the sald end; to flle petitions,
daclerations, claima, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, fie oppositions; file
canceliations total or parilally walve registrations, to
pay ail Installments and effect all other payments
prescribed by lew; to recelve proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and In case of
opposition, whare the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powars to make
arrangaments, to submit 1o arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, In short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
reprasentatives and/or the agents by any one of them
appp[nta_d-may do for our benefit.

- ‘.

g f!'ﬁhe aiso authortzs doctors ALICIA LLOREDA
" ‘andlor  GUSTAVQ, . TAMAYO andior

IGNACIO
SAN‘I‘AMARIA*andIor ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocollutlon of this document and of any power
of attomey by any one of them conferred in our name,

before the Office of Industrial Property.

3 1 AUG oo
?Ivon and slgned thls
Moo g'
Marcus Wilia ALTq
Altomey and-Alithorised Officlal

e
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Baiglca
{ss

de 200 , comparecié
. aqulen conozco y
de quien me consta que firmd el-anterior documento,
¥y quien debidamente juramentado declard y dijo que
dles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., la
compafila nombrada en el documento que antecada,
una socledad debidamente organizada y existents
conforme a las leyes de Bélglca, domiciliada en la
cludad de Rixensart, Bélgica, legaimente constiiulda
para un periodo de duracidn que alin no ha
terminado, que ejerce su objeio social; conforme a
las leyas de

Hoy de

que ol declarante esta
autorizado por dicha Compafia para conferir este
poder; que el sellc estampado por él al ple de tal
poder, en nombre y en representacién de Ia
expresada Compafifa, es el sello oficlal de ella; y que
el objeto para el cual se conflere este instrumento
estd comprandide dentro del de la sociedad.
El suscrito Notario ha visto los Estatutoa de
incorporacion fimados en .
con fecha , y cerlifica que de
conformidad con la legisiaciéon de dicho Pals, la
anterior declaracién juramentada es prueba
suficienta de que los hechos sobre que alla versa son
ciertos o verdadercs, de lo cua! da fe.

Notary Public (Notario Publico).

7

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belglum
{ss

On this day of . 200
personally
came '
to me known, and known to me to be the parson 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
Corporation organized and existing under the laws of
the Belglum, domiclled at the City of Rixensart,
Belglum, legally constituted for a period of tenure
not yet expired, which exercises Is corporate
purposes according to the laws of
, that the deponent Ia
authorized by sald Company to confer this power of
attomay; that the seal affixed hereunto by the
deponent In the name and on behalf of sald
Corporation is the corporats seal thereof; and that the
purpocse 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 said Corporetion executed et
, under date of .
and hereby certifies that under the laws of sald
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which
he attests.

v Tl

REOUL NOTARIO SENTD (W) O, CINCYLD
[ Bl BOGOHYA, NAGO CONBTAR OUR LA
érmcu- COMGITE CON L. ORINAL;
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-08-02-438
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.

Notarifacién del documento es espafiol.

Hay un sello rojo sobre una cinta verde. -
- o
pE- 0 2%
3E m S
A
APOSTILLA - r: e
(Canvencién de La Haya dei § de octubre de 1961) i 3 ..
Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte "~
1. Pals: Reino Unido de la Gran Bretafia o Irlanda del Norte
Este documento pliblico
2.  ha sido firmado por Martin E Buchner SV
3. actuando como Notario Publico UELo> o
4. lieva el sello/estampilla de dicho Notario Pablico '-: . :
CERTIFICADO S VR
. COPRONS AN Sy N
5. en Londres 6. el 26 de ag

o LU
amﬂﬁ,ﬁ:?..m:;"t“:g

Exteriores y del Commonwealth
8. Nimero G489867

i

. TS
R
1A A

9. Sello/Estampilla 10. le)
Sello de la Oficina de Asuntos M. Monaghan
TRADUCTOR OFICIAL
RARBILUCION 2177

"ANTTA ESCOBAR DE TAMAYO
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Exteriores y dal Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convenciéon
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse en la secciéon
consular de la misién que representa a ese pais. Una apostilla o certificado de
legalizacion (nicamente confia que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean

commectos 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 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia taanuctor -omciay
RESOLUCION 2177

ANTTA BSCOBAR DE TAMA

ST WABIIC NI = Tt R
'g::pl'lo NOTARIO BEATD U~ O'RIULD
08 BOGOTA, HAGD COGNITA: 21 A

OTOCOPIA COWEIDN COX K YMECNA
* OUE HE TENION & LA VI3tL ,
e Fat . "
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Yo, el infrascrito, Martin Emil BUCHNER, Notario Publico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y
juramentado,

CERTIFICO:

#

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del Bdjunto Poder, por ser del
puiio y letra del Sefior Don Peter John GIDD‘INGS cuys: identidad me
cone Apoderado de la corporacién denom.mada. “SMITHKLINE
BEE HAM CORPORATION”, corporacién legalmente constituida y
existghte de acuerdo con las leyes del Estado de Pensilvania, Estados
Unidds de América, con domicilio social en 1, Franklin Plaza: Phllndelphm
Pensilvania 19101, Estados Unidos de América;

QUE‘ el citado Sefior Don Peter John G%DDINGS estd debida y
suficidhtemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en v1rtud
del Poder otorgado en su favor por la referida éocledad fechado el 24 de
noviembre de 2008, una copia del cual he tenido a la vista;

Y Q&J’E los objetos para los cuales se otorgb dicho Poder e encuentran
dentro.de los objetos o actividades de la citada Sgciedad, de acuerdo con la
Escritura Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la
vista.

Y PARA QUE CONSTE donde y como convengayy fuere necesarip expido el
presente Certificado que firmo y sello en dicha Ciudad de Loridres, el dia de
hoy veintiseis de agosto del afio dos mil cuatro,

;:. JUAN nauuzé. _&ozao UEDIGA |

[2

/

— ————r



AI'OSTILLE
{Hague Convention of 3 October 1961 / Convention de La Haye du 3 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Counuy: United Kingdom of Qreat Britain and Northemn [reland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d’lrlande du Nord
This public document / L¢ présent acte public

2. Has been signed by Martno E Buchaer
u &2 signé par

Centified/Atteste
6. thefle 26 August 2004

' stary of Ste for Foreign and Commonweslth
P n i de Ss Majcsté aux Affeires Etranglrag ot dn
iR ST 499867

LTy

Far thy Sucreiary of Ste / Pewr ke Sngriicirg o Baet

If this document ks to be maed In & country which Ls not party to the Hague Convention of 5
Octaber 1961, It should be presented ta the consular sectlon of the telsslox representing that
eountry, An apostilie or Jegalisation ceniflcate only confinms that the signature, seal or stamp on the

- document is genuine. it does not mean that the contents of the document are eorreet or that the
Foreign & Commanwealth Office approves of the contents.
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LLbs ~ abajo fimados, SMITHKLINE BEECHAM
'CORPORATION, una socleded orgenizada vy
existente de conformidad con las leyes del Estado de
Pennsyivania, Estados Unidos de América.

j

con domicllio en One Franklin Plaza, Flladelfla,
Estado de Pennsylvania 19101,
Estados Unidos de América

‘| nombramos por el presants a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYQ y/a IGNACIO SANTAMARIA
] y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiclilados en Bogota,
Colombia, con oficines en dicha cludad, Calle 72 No.
583, plso 8o, nuestros representanies legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para reclbir
notficaciones y nombrar apoderadoe judiciales o
extrajudicieles, con el fin de dar cumpiimiento al
pardgrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apodaerados que cuglqulera de elios
designe, quedan especialments facultados para
representamos ante Ias autoridades colomblanas,
administrativas, Judiclales o de policia, en todos los
trAmites relativos a la propledad Industrial, a cuyo
efacto les facultemoe pera dar ente dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
Indicado; elevar solicitudes, declaraclones, reclamos,
recursos Yy presentar desistimientos; formular
descripclones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiclones y apelaciones;
Ingtaurar  cancelaciones, renunclsr fotal o
parclaimente e los registros, sboner todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo ofro pago
determinado por la ley; rechir todos loa documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros Intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando loe antecedentss a los tribunales,
quedan facultados para tomar Intervencién como
demandantes o demandados ante los Jueces que
sean competentes, pudlendo transar, someter a
arbliros, desistir, percibir y apelar, con todas Ias
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cuaiquiera de ellos nombre hicleren en nuestro
baneficio.

Asimiamo, facultamnos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO
SANTAMARIA y/io ENRIQUE ALVAREZ, para
solichar en la Oficina de Propledad Industrial la
protocolizacion de este documento y de cualquier
poder que cuaiqulera de ellos otorgue a nombre
nusstro,

Dado y firmado

/3

The undersigned, .- SMITHKLINE BEECHAM
CORPORATION, 4 corporation organized and
existing under the laws of State of Pennsylvania,
Unitad States of America.

domiclled at One Frankiin Plaza, Phlladelphia,
State of Pannsyivania 19101,
‘United States of America

hereby appoint, ALICIA LLOREDA eand/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices In said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogotd,
with power to recelve notifications and to appoint
Judicial or extrajudiclal agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1871.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especlally empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, In all proceedings
pertaining to Industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the saki euthorities all
the necesaary steps for the sald end; to flla petitions,
declarations, claims, recoursas and withdrawals, to
draw up specifications; to flle amendments, to limit
the scope of applications, flle opposiions; file
cancellations total or partlally waive registrations, to
pay all Instaliments and affect all other payments
prescribed by law; to recelve proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of -our interests; and In case of
opposition, where the procesdings be passad over to
the courts, we atuthorize seld agents to act on our
behalf, as compleingnts as well as dgfendents, before
the competent judges, with ful powers to make
arrangements, to submit to arbltrators, to desist, to
collect, to appea a-:&?h-imvéml!,m&w,

powers as may:be- "

from ‘now on as c
representatives and/de the-ageite- TN
appointed may d°'°g’ ik, o

We aiso euthort§*88diHFL49
and/or GUSTAVO TerAMAYOssdrdiCranlGNAGID
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of atiorney by any one of them_ conferred In our name,
before the Office ofinduptrial F

Given and signed
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES / lf_

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

Registro de referencia dol solicimto ongente | PARA FUTURAS  ver Notificacitn o Transmisidn del Reports de Bilaqueds Intermacionsl
ACCIONES  (Form PCT/ISA/220) asi como, dande apliqua, al ftam 5 » cantinuacidn.

VIR/VB60528 _ L
Solicitud intemacional No. Fecha de registro intermacional (dis/mariilo) | Fechs de Prioridad (Primers) (dlo/nes/alio)
PCT/EP2004/011620 11/10/2004 13/10/2003

Solicitante

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.

Este Reparte de Bsqueda Internacional ha sido prepamdo por ests Autoridad de Bisqueda Internacional y ea tranamitido al solicitante
Segiin i Articulo 18. Una copis serd transmitida a la Oficins Intemacional.

Este de Bdsqueda [nternacional consta de un total de 7 hajss.
También esth acompafiado de una copia de cada documentn téenico enterior citado en esie reporte,

1. Bases del reporte

0. Respecto al lengnaje, la bisquedn internacional se Iievd a cabo segin la solicitud intemacional en ¢! lenguaje en ol cuat se presents,
a menos que se indique de otro modo en este item.

D In blsqueds inwernacional se lievd a cabo scgin Ia traduccidn de la solicitud internacional proporcionads s esta
Autoridad (Regla 23.1(b)).

b. [X] Resperto a uns sccuencis ¢ iekdo nueledtido yio amixn revelado on Ia solicitud internacional, ver Recuadra No. L

2. E Clertas reivindicaciones no pudieron locallzarse (Ver Recuadro 1I).

3. [ Faimnnidad de laveacisn (ver Recusdro 1Y),

4. Respecto al titmie,
El texto e1 aprobado segin lo prosenta el solicinte.
DX Esta Autoridad ha catablecido que ol texto se lew aa:

COMPOSICIONES DE VACUNA QUE COMPRENDEN UNA INTERLEUCINA 18 Y
SISTEMA DE ADYUVANTE DE SAPONINA

5. al resumen,
ﬁ El texto es aprobado segiin Lo presenta ¢l solicitante.
Esta Autorided ha establecido ¢l texio do acusrdo con la Norme 38.2(b), segfin sparcce en ¢l Recuadro LIl Bl solicitante poede, un
mes después de Ia fecha de haber envisdo por corren este reporio de bilsqueda intermacional, presentar comentarios a ests Autoridad.
6. Respeco a los dibujes,
2 la figurs de los dibujos que se publicard con el resumnen es 1a Figura No.
[ comolosugirié el solicitarte.
D como seleccionado por esta Autoridad, porque el solicitants no suginié una figure.
D como scleccionado por esta Autorided, porque esta figurs caracterieza mojor & I imvencidn-

b. E ninguna de las figuras que senin publicadas con el resurnen

Forma PCT/ISA/210 (Primera hoja) (Enero 2;)04)




Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2004/011620

Casllial  Nucledtido y/o secuencia(s) aminodeids (Continaselén del [tem 1.b de Ia primera haja)

1. Respecto u cualquier nucleétido y/o secuencia aminodeida revelada en Ia solicitud internacions] y necesaria
pam la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido sepin:

a. tipo de material:

B4 un listado de secuencia
[} tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

B9 en formato escrito
<] en formato legible por computador

¢. tiempo de presentacién/suministro:

[[] contenido en la solicitud internacional segiin se registrd
[ registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador
] proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad paru la bisqueda.

2. [ Ademis, en el caso en que mids de una versién o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
can ello se haya registrado o proporcionado, 1as declaraciones requeridas de que la informacién en las copias
subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segin sc presentd o no va mids alld de Ia
solicitud segim se registrd, segiin lo epropiado, fueron suministradas.

3. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (1)) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacionsl No.
PCT/EP2004/011620

A. CLASIFICACION DE MATERIA

IPC 7 AG1K39/39 A61P31/02 AG61P31/12

B. CAMPOS BUSCADOS

Segoin la Clasificacidn de Putentes Internacional {CPI) o segiin & clasificacin nacionat y s CF1

AG61P37/04

IPC 7 AGIK

Documentacidn minima buscada (sistema de clasificacién seguido de simbolos de clasificacidn)

Dacumentacion buscada fuers de documentacian minima hasta donde dichos documentos se incluyan en 108 Campos buscados

Base de datos clectrdnica consuliada durente la hisqueda intemacional (nombre de tn bese de datos y, donde sea prilctica, buscar términos usados)

EPO-Intemo, Dato WPI, PAJ, Dato CHEM ABS, BIOSIS

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Citacitn de documento, con indicacion, donde es spropisdo, de 10 textos relcvantes

Relevante & Is relvindicacion Ne.

23 de Abril de 2002 (2002-04-23)
columna 1, linea 14 — linea 24

columna 3, linea 31 — columna 4, linea 33
reivindicaciones; ejemplos

RUKE, ERIC, ONNO)

11 de Noviembre de 1999 (1999-11-11)
phgina 2, linea 22 — piigina 3, linea 19
pdgina 4, linea 15 — linea 26
reivindicaciones; ejemplos

12 de Marzo de 2002 (2002-03-12)
columna 1, linea 10 - linca 27
reivindicaciones; cjemplos

X US 6375 945 B1 (BOON THIERRY ET AL) 1-32

X WO 99/56775 A (AKZO NOBEL N.V.; NICOLSON, LESLEY; 1.32

X US 6 355 256 B1 (NOGUCHI YUII ET AL) 1-32

E en ¢l recusdro ¢ se enumeran mils documentos.

DXl En el anexo s enumeran miembros de In fumilia de patemes.

* Categorins especiales de documentos cliados:

'A' documento que define el estado general de In téenica el cual no se
considera de relevanchs pasticular

'E' documento anterior pery publicado en o despuds de ln fecha do
presentacién intemacional

‘L' documento que puede arrajar dudas sobre reivindicacianes de
priorided o que se cita para establecer In fecha de publiencidn de otra
citacién u otra rardn especial (segiin se expecifics)

'O documento que e refiere & una revelacion oral, uso, exhibicién u
otros medios

'P* documento publicado antes de Is feche de presentacidn internacionsl
de Ia fechy de prioridd reivindicada
Fecha de la terminacién real de I bisqueda internacional

T' documento posterior publicado después de I fecha de presentacidn
intemacicnal o fecha de prioridad y que no esth en conflicto con ba
solicitud pero citado para entender el principio o teoria que sustenta
Ia Invencién

'X' documento de relevancia particular; la invencidn reivindicada no

pucde considerarse nueva o no puede considerurse que comprende
un paso inventivo cuando ¢l documento se toma solo

Y documenio de relevincia particular; la invencidn reivindicads no
puede considerarse quo comprende un paso inventivo eusndo el

documento s combina con umo o mis documentos, siendo dicha
cambinacién obvis pars una persana experta en Ia técnica

‘&' documento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de envio por cormeo del reparte de bisqueds intermacional

9 de Febrero de 2005 17/02/2005
Nombre y dircecion del correo de ISA Funcionario autorizado
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk Rankin, R
Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl,
Fax No. (+31-70)) 340-3016
Forma PCT/1SA/210 (segunda hoja) (Encra 2004) pigina 1 de 2



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2004/011620

€. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

_Ellepdl .

Citcién de documentn, con indicacitn, donde sea spropiade, de log textos relevantes Relevante & I reivindicacion No.

A

KIM J ] ET AL: “Modulacién de la amplitud y direccién de respuestas 1-32

inmunes mediante co-administracidn de casetes de expresidn del gen de

citocina con inmunégenos de ADN™

EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, WIHHEIM, DE

vol, 28, 1998, piginas 1089-1103,
XP000914724

ISSN: 0014-2980

todo el documento

WO 98/18810 A (THE UNIVERSITY OF IOWA RESEARCH
FOUNDATION; KRIEG, ARTHUR, M; KLINE, J)

7 de Mayo de 1998 (1998-05-07)

pdgina 27, linca 34

pégina 50, linea 19

reivindicacién 27

WO 01/58956 A (BASF AKTIENGESELLSCHAFT,
GHAYUR, TARIQ, DIXON, RICHARD, W; ROGUSKA, MI)
16 de Agosto de 2001 (2001-08-16)

pégina 14, tabla 5

WO 01/57219 A (SCHERING CORPORATION)
9 de Agosto de 2001 (2001-08-09)

figura 1

1-32

1-32

1-32

“Forma PCT/ISA/210 (continuacion de la segunda hoja) (Enero 2004)

pigina2de 2



Solicitud Intemacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2004/011620

Casllla! Obeervaciones donde clertas relvindicaciones foeron lnescrutables (Continuacién del Item 1 de la primera haja)

Este informe de bisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo ¢l Articulo
17(2)(a) por las siguicntes mzones:

1. Xl Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con un asunto que no ¢s necesario que esta Autoridad busque, a saber:

Aunque las reivindicaciones 1-9 y 26 estin dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal, la bisqueda ha sido llevada a cabo y besada en los efectos alegados del

compuesto/ la composicién.
2. [ Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con partes de Ia solicitud internacional que no cumplen con los requisitos prescritos
hasta tal grado que no sc puede Llevar a cabo una biisqueda intemacional significativa, especificamente:

3 D Reivindicaciones No.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con la scgunda y tercera oracién
de 1a Norma 6.4(a).

Caslila 11 Observaclones donde falta unidad de invenelén (Continuacién del Item 2 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones miltiples en esta solicitud internacional, asf:

| D Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. D Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité pago de derechos adicionales.

1 D Puesto que sélo algunos de los derechos de bisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por ¢l
solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre Unicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales sc pagaron derechos, especificamente Ias reivindicaciones Nos.:

4. [] El solicitante no pagé oporunamente los derechos de busqueda adicionales requeridos, Por consiguiente,
este informe de bisqueda internacional se restringe a la primem invencibn mencionada en las
reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta [_| Los derechos de biisqueds adicionales estuvieron acompafiados por la protesta del
golicitante.

] E1 pago de los derechos de biisqueda adicionales no estuvo acompaflado por una
protesta.

Forma PCT/ISA/210 (continuacion de 1a primera hojs (2)) (Enero 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/EP2004/011620
Documento de patente
citado en ¢l reportede | Fecha de publicacién Wiembro@s) de s familiade | Fecha e
bisgueda pa pu
US 5375945 Bl. 23-04-2002 CA 2293614 Al 23-12-1998
EF 0977589 Al 09-02-2000
JP 2002504135 T 05-02-2002
cA '229405] Al 23-12-1998
WO 9857659 Al 23-12-1998
We 8857660 Al 23-12-1998
EP 1001808 Al 24-05-2000.
JP  2D02504136 7 05-02-2002
Us 2002160011 Al 31-10-2002
W0 9956775 A 11-11-1999 AU ‘3827699 A 23-11-1999
cA 2328059 Al 11-11-199%
Wo 9956775 AY 11-11-1999
EP 1075275 Al 14-02-2001
JP 2002513547 T 14-05-2002
o mene - -’ .
US 6355256 Bl i2-03-2002 AU 3735095 A 26~04-1996
HO. 9610423 A} - &+ 11-04-1995
ZA 9508230 A 15-07-1998
WO 9818810 A 07-05-1998 US 6207646 B) 27-03-2001
AU 5242498 A 22-05-1698
CA 2270345 Al 07-05-1998
CN 1235609 A 17-11-1999
EP 0948510 AY 13-10-1999
JP 2001503267 T 13-03-2661
JP 2003286174 A 07-10-2003
JP 2004041224 A 12-02~2004
KR 2000062994 A 25~08-2040
NZ 335397 A 24-11-2000
WO 9818810 Al 07-05-1998
US 2003100527 Al 29-05-2003
us 6429199 Bl 06-08-2002
Us 2003191079 AT 09-10-2003
us 6653292 Bl 25-11-2003
US 2004106568 Al 03-06-2004
US 2004147468 Al 20-07-2004
Us 2004087538 Al 06-05-2004
USs ‘20041326B5 Al D8-07-2004
UsS 2004187089 Al 26-08-2004
us 2o0d198688 Al 07-10-2004
uUs 2003050261 Al 13-03-2003
US 2005004061 Al 06-01-2005
US 2004229835 Al 18-11-2004
us 6239116 B1 29-05-2001
WO 0158956 A 16-08-2001 AV 3680701 A 20-08-2001
Be 107045 A 30-05-2003
BR ‘0108188 A. 25022003
CA 2399148 Al 16-06- 20401
CN 1461310 T 10~12-2003
EP 1_2575!5 A2 20-11-2002
HUY 0300423 A2 28-06-20Q3
JP 2004500086 T 0B-01-2004
NG 20023788 A 09-10~2002
PL 356836 Al 12-07-2004
SK 12942002 A3 02-05-2003
wo 0158956 A2 1s-08-2001
Forma PCT/ISA/210 (anexo de femilia de patenies) (Enero 2004) pigina 1 de 2



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/EP2004/011620
Documento de patente
Miembro(s) de Ia familia de Fecha de
citado ::’:I “r:::rte de |Feeha de publicacién pateates publicacién
W0 0158956 A ZA 200206266 A 06-11-2003
WO 0157219 A 09-08-2001 AU 3321201 A 14-08-2001
L 0157219 AZ 09-08-2001
Us- 2002102234 Al 01-08-2002
Forma PCTAISA/210 (anexo de familia de patentes) (Enero 2004) pigine 2de 2
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PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT
NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND

THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

To:

GLAXOBMITHKLINE

Attn. Stephen, Robert

S80 Great West Road
Brentford, Middlesex TW8 9GS

Z/

UNITED KINGDOM GlaxoSmithKline)
Corporate IP
Reoslved BHENTFOLII_) (PCT Ruie 44.1)
of mailing
12 FEB2O0E ||; 7 17/02/2005

Applicant'a ar agents Tie ri [—
VJR/VB60528 of FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below

== lisatcaua Lot
Intsmational applcaton No. [ ECKEITaN tional filng date
PCT/EP2004/011620 11/10/2004
Agpicant

GLAXOSMITHELINE BIOLOGICALS .8A

1. The sppiicant ks hereby notified that the (ntematlonal saarch and the writtan opinion of the imemational Search
m mymmwmmmuummm:pm v ® "o

Fliing of amendments and stalement under Article 10:
The appiicant is aniitied, If he co wishes, 10 amaid the clalms of the intemalional Appication (see Rule 48):

When? The time Emit for filing such amendments ls normidly 2 months from the daie of transritial of the
intamational Search Repart; howgver, kr mion details, ese he notas on the Accompanying sheel

Where? Directy io he  Inlemational Busau of WIPO, 34 chamin des Colombetias
1211 Geneva 20, Gwitzariand, Fascimie No.: (41-22) 740.14.35

For more detalied Inslructiona, sss the notes on the accompanying aheol,

zD The spplicant s notiied thal no Inlamational saarch rapart will be estsbilshed and that the decieration under
Article 17{2)(s) ' that alfect and tha writhen cipinion of the Intemational Searching Autharity are tranamitted harewith.

3. [] With regard o the pratast against paymant of (an) additionsl fea{s) under Ruie 40.2, the epplicant |6 notified that:

D the proeet ingethar with the declslon thareon has béen tenamiited 1o the Intsmational Bureau together with the
appiicants fbquesl 1o forward the iexie of both the protest and the dacision therecn to the designaied Offices.

[] o decision has been made yet on he protst; he applicant will be nolited as soon &s @ decleion s made.

4. Reminders

Mﬂhaﬂﬂmdilmm"&lﬂwdﬂ the intamational application wil be published by the
imemationsl Bweay, If the applicant wishea to wmpwlulmn of withdrawal of the internatonal
apgiication, or of the prioy cialm, must-aach the tsmations) Buresu ae provided in Rules 9006, 1 and GObE.S, respectively,
belore the campietion of te tachnical preparations for inemasonal publicaian.

The applicant may eubmit comments on an intofmal basts an the written opinion of tie Inlemational Searching Authortty 1o the
intamational Bureeu. The inlsmational Bursau will sand a copy of such cammants 1o all-designatad Offices uniesa an
inlamational preliminary sxamination report has of 18 Io be eatabllihad. Thoss comments would aleo be mada avallabls to
the public But not befone the alipiration of 30 monthe Ihnphmvchh

Within 19 montha from the priorty date, but only In respact of some
examination mus be Med If the eppiicant wishes to péstpona the
date {in some Oliices sven iatar); Mu.ﬂnnpﬂblnlnnl.-l
acts for sntry Into the national phass belons 1hose designaisd Oftices.

-|nmp.ctofohnrtlwhd0ﬂlun.hhhﬂoflunh (or lader) wifl apply even it no demand (s fled within 19

momu.ldmmd for inlamations) preliminary
into the nationad phasa untll 30 mantha from the priority
20 months rom the pricrity dats, parform the prescribed

wumummnmimhmmmmwmmmwm sea the PCT Applicant’s
Gudde, Volume I, National Chaplers end the WIPO intamat alia

Nnmalndmllrolﬂuwlhhhmmm.;lﬂw Authorizad Gifcer
—a\ EumpsanPaisni Oftice, P.B. 5818 Patantiaan 2
NL-2280 HV Rijewik
Tel. {(+31-70) 340-2040, Tx. 31 851 apo nd,
Fax: (+31-70) 340-3016

Barbara Klaver

Form PCTABA/2Z20 (January 2004)

{560 notes on accompanying ahesl)
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PATENT COOPERATION TREATY Z Z

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Articie- 18 and Rules 43 and 44)
Appiicants or agent’a s reference FOR FURTHER e6e Form PCTASAZZ0
VIR/VBE0S28 ACTION a8 wall g3, where applicable, ltam 5 below.
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OPINION ESCRITADE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EF2004/011620

Casllla No. L Bases de la opinién

1. Respecto al idioma, esta opini6n se ha establecido segin la solicitud internacional en el idioma en el cual se
presentd, a menos que se indique de otro modo bajo este ftem.

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

2. Respecto a cualquier nucle6tido y/o secuencia aminoécida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segtn:

a. tipo de material:

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

b. formato de material:

en formato escrito
[X] en formato legible por computador

c. tiempo de presentacion/suministro:
[] contenido en la solicitud internacional segdin se registré
[[] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador
P4 proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la bsqueda.

3. [[] Ademis, en el caso en que mis 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 informacitn en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segiin se presentd o no va mids alld
de la solicitud segiin se registré, segiin lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:
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Casilla No. II1 No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencidn reivindicada parece ser novedosa, ooi:npmder un paso inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

[ toda Ia solicitud internacional,
[ reivindicaciones Nos. 1-9, 26 (parcialmente)

porque:

B dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 1-9, 26 (por razones de aplicabilidad industrial) se
relacionan con la siguiente materia objeto que no requiere un examen preliminar internacional (especifique):
ver hoja separada

[J 1a descripcién, reivindicaclones o dibujos (indique los elementos particulares a continuacién) de dichas
reivindicaciones Nos. son tan poco claros que no se podria formar una opinién significativa (especifigue):

[ las reivindicaciones, o dichas refvindicaciones Nos. son sustentadas tan inadecuadamente por Ia descripcién que
no se podria formar una opinion significativa.

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

{7] El nuclestido 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 O no se ha proporcionado
[ no cumple con el estdndar

el formato legible por computador  [] no se ha proporcionado
] no cumple con el estindar

[] 1as tablas relacionadas con el nucledtido y/o lista de secuencia aminodcida, si estdn en formato legible por

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

[C] Ver 1a hoja separada para més detalles,

Forma PCT/ISA/237 (Enero de 2004)
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Casilla No. V Afirmacién razonada bajo la Regla 43bis.1(a)(i) respecto a novedad, paso inventivo o aplicabilidad
industrial; citaclones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Declaracién
Novedad (N) St: Reivindicaciones 1-32
No: Reivindicaciones
Nivel inventivo (IS) St: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-32
Aplicabilidad industrial (IA) St: Reivindicaciones 10-25, 27-32
. No: Reivindicaciones 1-9,26
2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Casilla No. VIII Algunas observaciones sobre la solicitud internacional

Las siguientes observaciones con respecto a la claridad de las reivindicaciones, 1a descripcion, y los dibujos o cuando
las reivindicaciones estin totalmente soportadas en la descripcidn, estdn hechas:

ver hoja separada

Forma PCT/ISA/237 (Enero de 2004)
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AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Intemacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/EP2004 /011620

Re Item III

No establecimiento de opinién con respecto a 1a navedad, nivel inventito y aplicabilidad industrial

Las reivindicaciones 1-9 y 26 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 estes relvindicaciones (Articulo 34(4)(a)(i) PCT.

Re ltem V
Declaracién razonada bajo el Articulo 66.2(a)(if) con respecto a Ia novedad, nivel inventito o aplicabilidad

industria); citaclones y explicaciones que soportan dicha declaracién
a1 Aplicabilidad Industrial

Para la evaluacién de las presentes reivindicaciones 1-9 y 26 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 Ia
formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por gjemplo, no reconoce como industrialmente aplicable la materia
objeto de Ias reivindicaciones para el uso de un compuesto en el tratamiento médico, pero pueden permitir, sin
embargo, el uso de dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.

32 Documentos Citados

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1:  US-B1-6 375 945 (BOON THIERRY ET AL) Abril 23 de 2002 (2002-04-23)

D2 WO 99/56775 A (AKZO NOBEL N.V.; NICOLSON, LESLEY; RIKE, ERIC, ONNO) Noviembre 11 de 1999
(1999-11-11)

D3:  US-B1-6 355 256 (NOGUCHI YUJI ET AL) Marzo 12 de 2002 (2002-03-12)

D4: WO 98/18810 A (THE UNIVERSITY OF IOWA RESEARCH FOUNDATION; KRIEG, ARTHUR, M; KLINE, J)

Mayo 7 de 1998 (1996-05-07)

3 Novedad
La materia objeto de las reivindicaciones 1-32 es novedosa con respecto a la tdcnica previa (Articulo 33(2) PCT).

34 D1 revela composiciones de adyuvante que comprende una saponina como QS1, lipido A monofosforilo e
interleucina 12, Fstos sistemas de adyuvante son apropiados para

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 1) (EPO - Enero de 2004)
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uso en vacunas para el cincer y enfermedad infecciosa. D1 no revela el uso de IL-18 en tales composiciones.

35 D2 revela el uso de IL-18 como un adyuvante de vacuna pero no revela la formulacién de tales composiciones

con saponinas.

3.6 D3 revela composiciones de adyuvante que comprenden IL-2 y Quil A, pero no revela el uso de IL-18 en estas

composiciones.

az En consecuencia, la materia objeto de las reivindicaciones 1-32 es novedoso con respecto a la téenica previa.

38 Nivel Inventivo

a9 La técnica previa mds cercana es D1, D1 revela composiciones de adyuvante que comprenden una saponina
tal como QS21, lipido A monofosforilo e interleucina 12. Estos sistemas de adyuvante son apropiados para uso en
vacunas para el cAncer y enfermedad infecciosa (cf columna 1, lineas 14-24; columna 3, linea 31 a columna 4, linea 33;

ejemplos; reivindicaciones)

310 Ladiferencia entre la reivindicacién 1 y D1 es que D1 no revela el uso de IL.-18 en iales composiciones.

3.11  El problems a ser resuelto puede, por consiguiente, considerarse como proveer un sistema de adyuvante
alternativo para uso de protocolos de inmunizacidn.

312 La reivindicacion 1 resuelve este problema al proveer un sistema de adyuvante que comprende una saponina
e IL-18. Esta solucién no se puede considerar como inventiva porque el experto lo hubiera visto obvio & la luz de D2
que ilustra la actividad del adyuvante de IL-18 as{ como Is posibilidad de combinar la IL-18 con otros adyuvantes
conocidos tales como QS21 en una formulacién (cf pdgina 4, lfneas 15-26). En consecuencia, a la luz de D1 y D2, el
experto hubiera intentado, en la fecha de prioridad de la solicitud actual, combinar IL-18 y una saponina en un sistema
de adyuvante con una expectativa razonable de éxito. La materia objeto de la reivindicacién 1 no puede considerarse
inventiva (Articulo 33(3) PCT).

3.13  El razonamiento anterior también aplica a la materia objeto de las reivindicaciones 2, 10, 22, 25-28, que, por lo
tanto, tampoco son inventivas (Articulo 33(3) PCT. Las reivindicaciones 2-9, 11-21, 23,

Forma PCT/ISA /237 (Hoja separada) (Hoja 2) (EPO - Enero de 2004)
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24 y 29-32 no contienen, en combinacién con cualquier reivindicacién a la que se refieren, la materia objeto que podria
considerarse inventiva (Articulo 33(3) PCT).

314 Las Reivindicaciones 1-32 no son, en consecuencia, inventivas (Articulo 33(3) PCT).

Re Item VIII
Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional

81 Los términos “fragmento”, “variante” y “derivado” usados en las reivindicaciones 1-5, 7, 10, 12-14, 22-24, 27,
28, 30 son vagos y no claros y dejan al lector en duda en cuanto al significado de las caracteristicas técnicas a las cuales
se refieren, haciendo asf que la definicién de la materia objeto de dichas reivindicaciones no sea clara, Articulo 6 PCT.

8.2 El uso de los términos “tales como”, en la reivindicacién 2, “seleccionado del grupo que comprende” en las
reivindicaciones 4 y 13, y el término “condiciones relacionadas” en la reivindicacién 7 hace que el alcance de Ias
reivindicaciones mencionadas anteriormente no sean claras, haciendo asf que la definicién de la materia objeto de
dichas reivindicaciones no sea clara, Articulo 6 PCT.

83 La Reivindicacién 6 se refiere a una citosina TH1 de la reivindicacion 5 aunque la reivindicacién 5 no contiene
tal caracteristica. En consecuencia, la reivindicacién 6 no es clara (Articulo 6 PCT).

84  Las reivindicaciones 8, 15 y 31 buscan proteccién para el polipéptido IL-18 o el fragmento de las SECID 6y 7.
Estas secuencias no son fragmentos de IL-18 sino que son secuencias inmuncestimuladoras CpG ODN (ver
documento D4, pégina 27, linea 34; pégina 50, linea 19). Las Reivindicaciones 8, 15 y 31, por lo tanto no son claras.

8.5 La reivindicacién 10 busca protecci6n para una “preparacién combinada” aunque la refvindicacién posterior

habla de “uso separado o secuencial” de la preparacién. Por lo tanto, no es claro lo que significa “combinada® y como
resultado, la reivindicacién no es clara (Artfculo 6 PCT).
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WRITTEN OPINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2004011620

Box No.! Basis of the opinion

. With regard to the ianguage, this opinion has been established on'the basis of the intemational application in

the language in which it was filed, uniass otherwise indicated under this item.

1 This opinion has been estabilshed on the basis of a translation from the original language into the following
language |, which is the language of a translation fumished for the purposes of international search
{under Rules 12.3 and 23.1(b}).

. With regard to any nucleotide andior amino acld séquence disclosed in the internationa) application and

necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:
a. type of matarial:
® asequencs listing
I table(s) related o the sequence listing
b. format of matarial:
&  in written formal
B in computer readable form
¢. time of filingfumishing:
O contained in the Intemational application as flled.
O filed together with the intemational application in computer readable form.
B fumished subsequently io this Authority for the purposes of search.

3. O In addition, In the case that more than one version or-copy of a saquence listing andir teble relating thereto

hes been filad or fumnished, the required statements that the information in the subsaquant or additional
coples i identical to that In the appllcalion as flied or does nat go beyond the application as flled, as
appropriale, were fumished.

. Additional comyments:

Form PCTISA 237 (Jamuary 2004)
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Box No. [l Non-eitablishment of opinion with regard to novetty, Inventive step and industrial
applicabliky

The quiestions whether the claimed kivention appedarg to be novel; to invoive an inventive step (to be non
obvious), or to be Industrially applicablé have not beén examined in regpect of:

O  the entire ntemational application,

& claims Nos. 1-9, 26 (Partially)

because.

2 the said international application, or the said claims Nos. 1-9, 28 {for reasons of Industrial applicability)

;elm l';)lhe following subject maiter which doas not require an intemational preliminary examination
'SPOCS

see scperate sheet

0O the descriptian, claims or drawings (indicate particulgr elements below) or said claims Noa.  are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (apecify):

O the ¢laims, or sakd claims No3. ;are 80 inadequatsly supported by the description that no meaningful opinion
couki-be formad.

{0 no intemational search report lias been established for the whole application or for said claims Nos.

O the nuclectide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annax
C of the Administrative Instructions in that:

the written form B has not been fumished
0 does not comply with the standard
the computer readable form {0  has not been fumished
0O does not comply with the standard
O thetables related o the nucleatide andbr amino acid sequence listing, if In computer readable form only, do
riit comply with the technical requiraments provided for in Annex C-bis of the Administrativa Inatructions.

O Seé separate sheet for further details

Form PCTISA/237 (January 2004)
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Box No. V Henoned statembrit under Huh 43bis. 1(a)(f) with regard to novolty, inventive step or
industrial applicablity; citations and explanstions supporting such sistement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims 1-32
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims
‘No: Claims 1-32
Industrial applicability ((A) Yes: Claims 10-25, 27-32

No: Claims 19, 26

2. Citations and explanations
309 soparate shoot

Box No. VIl Ceriain obasrvations on the Intemational-application

The following obsarvations on the clrity of the olatms, description,. and drawings or on the question whether the
claima are fully supported by the description, are made:

809 separate sheet

Form PCTASA 237 (January 2004)
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Non-establishment of opinlon with regard to novelty, inventive step and industrial
applicablilty

Claims 1-9 arid 26 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
respect to the industrial applicability of the subject matter of these claims (Article 34(4)(a)(i)
PCT).

Re ltem V
Reasoned statement with regard to noveity, Inventive step or industrial applicabiiity;

citations and explanations supporting such statement

3.1 Industrial Applicability

Foar the assessment of the present claims 1-8 and 26 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist within the PCT Contracting States. The
patentability can aiso be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognise as industrially applicable the subject matter of claims to the
use of a compound in medical treatment, but may allow, however, the use of such a
compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

3.2 Cited Documents

Reference is made to the following documents:

D1: US-B1-6 375 845 (BOON THIERRY ET AL) 23 April 2002 (2002-04-23)

D2: WO 99/56775 A (AKZO NOBEL N.V; NICOLSON, LESLEY; RIJKE, ERIC, ONNOQO) 11
November 1999 (1899-11-11)

D3: US-B1-6 355 256 (NOGUCHI YWJI ET AL) 12 March 2002 (2002-03-12)

D4: WO 98/18810 A (THE UNIVERSITY OF IOWA RESEARCH FOUNDATION; KRIEG,
ARTHUR, M; KLINE, J) 7 May 1988 (1998-05-07)

3.3 Novelty
The subject matter of claims 1-32 is novel with regard to the prior art (Article 33(2) PCT

3.4 D1 discloses adjuvant compositions comprising a saponin such as QS21,
monophosphoryl lipid A and interleukin 12. These adjuvant systems are appropriate for

Form PCTASA/2ST (Separate Sheat) (Sheet 1) (EPO-Jarunry 2004)
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use In vaccines for cancer and infectious diseass. D1 does not disclose the use of IL-18 in
such compositions.

3.5 D2 discloses the use of IL-18 as a vaccine adjuvant but does not disclose the
formulation of such compositions with saponins.

3.6 D3 discloses adjuvant compositions comprising IL-12 and Quil A but does not
disclose the use of IL-18 in these compositions.

3.7 Consequently the subject matter of cidims 1-32 is novel with regard to the prior art.

3.8 inventive Step

3.9 The closest prior art is D1. D1 discloses adjuvant.compositions comprising a saponin
such as QS21, monophosphoryl lipid A and interleukin 12. These adjuvant systems are
appropriate for use in vaccines for cancer and infectious disease (cf column 1, lines 14-24;
column 3, line 31 to column 4, line 33; examples; claims).

3.10 The ditference between claim 1 and D1 is that D1 does not disclose the use of IL-18
in such compositions.

3.11 The problem to be solved may therefore be-considered as providing an alternate
adjuvant system for use in immunisation protocols.

3.12 Claim 1 solves this problem by providing an adjuvant system comprising a saponin
and IL-18. This solution cannot be considered as inventive because the skilled person
would view it as obvious in lighit of D2 which illustrates the adjuvant activity of IL-18 as well
as the. possibility of combining the IL-18 with other knewn adjuvants such as QS21 in a
formulation (cf page 4, lines 15-26).. Consequently, In light of D1 and D2, the skilled person
would have attempted, at the priority date of the current application, to combine IL-18 and
a saponin in an adjuvant system with a reasonable expectation of success. The subject
matter of claim 1 cannot therefore be considered inventive (Article 33(3) PCT).

3.13 The above reasoning also applies to the siibject matter of claims 2, 10, 22, 25-28
which aré therefore also not inventive (Article 33(3) PCT. Dependent claims 2-9, 11-21, 23,

Form PCTASA/257. (Separaie Shewt) (Ehowt 2) (EPO-Jenuary 2004)
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24 and 29-32 do not contain, in combination with any claim they refer to, subject matter
which could be considered inventive (Article 33(3) PCT).

3.14 Claims 1-32 are consequently not inventive (Article 33(3) PCT).

Be Item Vil
Certaln observations on the International application

8.1 The terms “fragment”, "varant® and "derivative” used in claims 1-5, 7, 10, 12-14, 22-
24, 27, 28, 30 are vague and unclear and leave the reader in doubt as to the meaning of
O the technical features to which they refer, thereby rendering the definition of the subject-
matter of said claims unclear, Article 6 PCT.

8.2 The use of the-terms "such.as" i claim 2, "selected from the group comprising” in
claims 4 and 13 and the term “related conditions" in claim 27 renders the scope of the
aforementioned claims. unclear, thereby rendering the definition of the subject-matter of
said claims unclear, Article 6 PCT.

8.3 Claim 6 refers to a TH1 cytokine in claim 5 yet claim 5 does not contain such a
feature. Consequently, claim 6 is unclear (Article 6 PCT).

8.4 Claims 8, 15 and 31 seek protection for the IL-18 polypeptide or fragment of SEQ IDs
6 and 7. These sequences are NOT |L-18 fragments but instead are immunostimulatory

_ CpG ODN sequences (see document D4, page 27, line 34; page 50, line 18). Claims 8, 15
O and 31 are therefore unclear (Article 6 PCT).

8.5 Claim 10 seeks protection for a "combined preparation® yet the claim later speaks of

"separate or sequential use” of the preparation. It is therefore unclear what is meant by
"combined” and as a result the claim is unclear (Article 6 PCT).

Form PCT/ISA237 (Sepirate Sheef) (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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COMPOSICIONES DE VACUNA QUE COMPRENDEN UNA
INTERLEUCINA 18 Y SISTEMA DE ADYUVANTE DE
SAPONINA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una terapia de
combinacién que tiene utilidad en ¢l tratamiento o profilaxis
de enfermedades infecciosas, cénceres, enfermedades

autoinmunes y condiciones relacionadas.
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COMPOSICIONES DE VACUNA QUE COMPRENDEN UNA
INTERLEUCINA 18 Y SISTEMA DE ADYUVANTE DE
SAPONINA

Campo del Invento

La presente Invencidén se refiere a una terapia de
combinaclén que tiene utilldad en el tratamiento o profllaxis
de enfermedades infecclosas, canceres, enfermedades
autoinmune y condiciones relacionadas. En particular, Ia
teraplia de combinacién comprende la administracién de una
citoclna TH-1, en particular IL-18, y una composicién
Inmunogénica, en particular una vacuna, que comprende un
antigeno y un adyuvante de saponina. En particular, la
presente invencién se refiere al uso de IL-18 6 variante
bioactivo del mismo y a una composicién Inmunogénica que
comprende un antigeno asociado con tumor y un adyuvante
de saponina, para el tratamiento de lesiones preneoplasicas
0 cdancer. La presente invencléon se refiere ademéas a
preparaciones combinadas y equipos farmacéuticos
adecuados para utilizarse de acuerdo con la presente
invencién. Estos métodos de tratamlento y preparaclones
farmacéuticas son especlalmente Gtiles para el estimulo de
una respuesta Inmune adecuada para aplicaciones
profilacticas e inmunoterapéuticas, especialmente para la

prevencidn y/o tratamientos de tumores.
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Antecedentes del Invento

El cancer es una enfermedad que se desarrolla a partir
de una sola célula debido a camblos genéticos. A pesar de
enormes investigaclones con recursos flnancleros vy
humanos, el cancer permanece como una de las principales
causas de muerte. La deteccion clinica de estos tumores
ocurre en su mayor parte en una etapa de la enfermedad
relativamente tardia, cuando el tumor primario puede ser
eliminado mediante cirugla, y la existencia de
micrometéastasis depositadas en diferentes drganos ya ha
ocurrido. A pesar de avances conslderables en |la
comprensién de los mecanismos que conducen al cancer, ha
habido menos progreso en |a terapla de canceres
metastaticos y en la prevencion del progreso de tumores de
etapas tempranas hacla mas |esiones malignas Yy
metastaticas. La quimioterapla con frecuencia no elimina
completamente estas células, las cuales posteriormente
permanecen como una fuente de enfermedad recurrente.

Las citocinas tipo TH-1, por ejemplo IFN-y, TNFa, IL-2,
IL-12, IL-18, etc., tienden a favorecer la induccién de las
respuestas Inmune transmitidas por la célula a un antigeno
administrado. En contraste, los altos nlveles de citocinas
tipo Th-2 (por sJemplo, IL-4, IL-5, IL-6, e IL-10) tiende a
favorecer la induccién de respuestas Inmune humorales. La

interleucina-18 (IL-18) también conocida como factor de
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induccién de Iinterferén-gamma (IFNg), ha sido descrita
como una citocina pleotrépica con efectos
inmunomoduladores que estimulan el propio sistema inmune
del paciente contra la enfermedad (por ejemplo céancer). IL-
18 se expresa en forma temprana en la respuesta inmune y
actua en respuestas inmune tanto humorales como celulares
y conduce la respuesta hacia un mejor perfll tipo TH-1. Se
produce mediante células que presentan antigeno activado y
ha sido reportado por tener diversas bioactividades,
especificamente por promover la diferenciacién de células
CD4 T naive en céluilas Th1, para estimular las células
exterminadoras naturales (NK), células exterminadoras
naturales T (NKT) y por inducir la proliferacién de células T
activadas, predominantemente <céluias T cltotéxicas
(fenotipo CD8+) que segregan Interfer6n gamma (IFN-
gamma) (Okamura H. y Asociados, 1998, Adv. Immunol.
70:281-312). IL-18 también transmlite muerte de tumor
inducida por Fas, promueve la produccién de IL-1a y
GMCSF, y tiene actlvidad anti-angiogénica.

IL-18 tiene |la capacidad de estimular inmunidad innata
y respuestas transmitidas tanto por Th1 como Th2. En la
presencia de IL-12, IL-18 puede actuar en células Th1,
células T no polarizadas, células NK, células B y células
dendriticas que producen IFNg. Sin la ayuda de IL-12, IL-18

tiene potencial para inducir la produccién |L-4 e IL-13 en
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células T, células NK, células mastil y basoéfilos.

IL-18 ha demostrado inducir regresién de tumor, a
través de la producclén de IFN-gamma, el cual es un
componente importante de las respuestas inmune antitumor
endégenas e Inducidas por citocilna. Se ha demostrado
eficacia en diferentes modelos de animal con tumor (Jonak
Z. y Asociados, 2002, J. I/mmunother. 25, 820-827;
Akamatsu S. y Asociados, 2002, J. Immunother. 25, S28-
S34). Se han descrito composiciones que .comprenden iL-18
combinado con oiros agentes, en particular IL-18 an
combinacién con agentes qulmioterapéuticos (Patente
Norteamericana No. 6,582,689). También se ha descrito IL-
18 como actuando como un adyuvante para vacunas
(Publicaciones WO 99/56775 y WO 03/031568).

Las saponinas se consideran en: Lacallle-Dubois, M. y
Wagner H. (1996. Una revisién de las actividades bloléglcas
y farmacolégicas de las saponinas. Phytomedicine Volumen
2, paginas 363-386). Las saponinas son esterocides o
glucdsidos de triterpeno ampliamente distribuidos en los
reinos de las plantas y animales marinos. Las saponinas se
observan en la formaclén de soluclones coloidales en agua,
las cuales hacen espuma al momento de agitarse, y
precipitan el colesterol. Cuando las saponinas estan cerca
de las membranas celulares, crean estructuras tipo poro en

la membrana lo cual origina que la membrana explote. La
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hemdlisis de los eritrocitos es un eJemplo de este
fenémeno, lo cual es una propiedad de ciertas, pero no
todas las saponinas.

Las saponinas son conocldas como adyuvantes en
vacunas para administracién sistémica. El adyuvante y la
actividad hemolitica de saponinas Individuales ha sldo
estudiada ampliamente en l|a técnica (Lacaille-Dubois vy
Wagner, supra). Por ejemplo, Quil A. (derivado de I|a
corteza del arbol de Quillaka Saponaria Molina de América
del Sur) y fracciones del mismo se describen en la Patente
Norteamericana No. 5,057,540, y en “Saponins as vaccine
adyuvants”, Kensil, C. R., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier
Syst., 1996, 12 (1-2):1-55; y en |la Patente EP 0,362,279 B1.
Las estructuras de particulado, denominadas Complejos de
Estimulacién Inmune (ISCOMS), que comprenden Quil A. ¢
fracciones del mismo, han sido utilizadas en la fabricacién
de vacunas (Morein, B., Patente 0,109,942 B1). Estas
estructuras han sido reportadas por tener actividad
adyuvante (Patente EP 0,109,942 B1; Publicacién WO
96/11711). Las saponinas hemoliticas Q821 y Q817
(fracciones purificadas de Quil A purificadas por HPLC) han
sido descritas como adyuvantes sistémicos potentes, y el
método para su produccién se describe en la Patente
Norteamericana No. §,057,540 y en |la Patente EP 0,362,279

B1. También se descrlbe en estas referenclas el uso de QS7
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(una fracclén no hemolitica de Qull-A) la cual actia como
un adyuvante potente para vacunas sistémicas. El uso de
QS21 se describe en forma adicional en la Publicacién de
Kensil y Asociados (1891, J. Immunology, volumen 148,
431-437). Las combinaciones de QS21 y polisorbato o
ciclodextrina también son conocidas (WO 99/10008). Los
sistemas de adyuvante de particulado que comprenden
fracciones de QuilA, tal como QS21 y QS7 se describen en
la Publicacion WO 96/33739 y WO 96/11711.

Otras saponinas que han sldo utilizadas en estudios de
vacunacién sistémica Incluyen las derivadas de otras
especies de plantas tales como Gypsophila y Saponaria
(Bomford y Asociados, Vaccine, 10(9):572-577, 1992).

Las saponinas también son conocidas por haber sido
utilizadas en estudios de vacunas aplicadas en la mucosa,
las cuales han tenido un éxito varlado en la induccién de
respuestas inmune. La saponina Qull-A ha mostrado
previamente no tener efecto en la Induccién de una
respuesta inmune cuando el antigeno se administra en
forma Intranasal (Gizurarson y Asoclados, 1994, Vaccine
Research, 3, 23-29). Entre tanto, otros autores han utilizado
este adyuvante con éxito (Maharaj y Asociados, Can. J.
Microbiol. 1986, 32(5):414-20; Chavall y Campbeoell,
Immunology, 174(3):347-59). Los ISCOMs que comprenden

la saponina Qull A, han sido utllizados en formulaciones de
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vacunas Intragastricas e Intranasales y han exhlbldo
actividad adyuvante (Mcl Mowat y Asociados, 1991,
Immunology, 72, 317-322; Mcl Mowat y Donachle,
Immunology Today, 12, 383-385). QA21, la fracciéon no
toxica de Quil A, tamblén ha sido descrita como un
adyuvante oral o Intranasal (Sumino y Asociados, J. Virol.,
1998, 72(6):4931-9; Publicacién WO 088/56415).

La presente invencién se reflere al sorprendente
descubrimiento de que la administracién comblnada de una
citocina TH-1, tal como IL-18 y de una composicién
inmunogénica que comprende un antigeno y un adyuvante
de saponina tal como, pero sin limitarse a, QS-21 es
extremadamente potente y proporciona una profilaxis o
tratamiento eficlente y blen tolerado de enfermedades
infecclosas, enfermedadeos neoplésicas primarias y
metastaticas (por ejemplo, canceres), enfermedades
autoinmune y condiciones relaclonadas, Yy es
particularmente efectiva para Inhlbir el crecimiento de
células de cancer humano gque expresan un antigeno
asociado con tumor.

Sumario del Invento

Por consigulente se proporciona un método para
elicitar una respuesta inmune mejorada a un antigeno en un
paciente, en donde el método comprende adminlstrar al

paciente una cantidad segura y efectlva de i) una
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composicion inmunogénica, en particular una vacuna, que
comprende un antigeno o derivado inmunogénico del mismo
y un adyuvante de saponina, e ii) un polipéptido IL-18 o
fragmento o variante bioactivo del mismo. En otra
modalidad, la presente Invencién proporciona un método
para reducir la severidad de un cancer en un paclente, en
donde el método incluye tratar tumores establecidos
previamente (tumores primarios y tumores metastaticos) o
prevenir recurrencias de céancer, en donde el método
comprende administrar al paciente que necesita del mismo,
una cantidad segura y efectiva de i) un pollpéptido IL-18 6
un fragmento o variante bloactiva del mismo e ii) una
composicién inmunogénica, en particular una vacuna, que
comprende un antigeno asoclado con tumor o un derivado
inmunogénico del mismo y un adyuvante de saponina.

En una modalidad, el polipéptido IL-18 es un
polipéptido IL-18 de murido o humano o un fragmento o
variante inmunogénico del mismo. En otra modalidad el
antigeno es un antigeno asoclado con tumor. Adn en otra
modalidad, la saponina es una fraccién no téxica de Quil A,
por ejemplo QS-17 6 QS-21. En un ejemplo, la saponina es
Qs-21. Por consiguiente, en una modalidad, la presente
invencion se refiere a un método para reducir la severidad
de un cancer en un paciente, incluyendo tratar tumores

establecidos previamente:r (tumores primarios o tumores

S3



10

15

20

25

10

metastaticos) o prevenir las recurrencias de céncer,
particularmente carcinoma de seno, de pulmén
(particularmente carcilnoma de pulmén de célula no
pequefia), melanoma, colorrectal, de ovarios, préstata,
vejiga, carclnoma escamoso de cabeza y cuello, géastrico y
otros GI (gastrointestinales), en particular céancer de
es6fago, en donde el método comprende administrar al
mamlifero, i) una composicién inmunogénica, en particular
una vacuna, que comprende un antigeno asoclado con el
tumor o un derivado inmunogénico del mismo y QS-21, e ii)
polipéptido !L-18 y fragmento bioactivo o variante del
mismo.

La presente Invencién también se reflere a una
preparaciéon combinada que comprende en la forma de
ingredientes activos los siguientes componentes
indlviduales: (1) un pollpéptido IL-18 6 un fragmento o
variante bloactivo del mismo, y (2) una composicién
inmunogénica que comprende un antigeno o un adyuvante
de saponina, siendo los ingredientes activos para el uso
simultaneo, por separado 0 en secuencias para la profilaxls
y/o tratamiento de enfermedades infecciosas, céanceres,
Incluyendo tumores primarios y tumores metastaticos,
enfermedades autolnmunes y condiciones relacionadas. En
una modalidad, la composicién inmunogénica dentro de la

preparacion combinada contlene un quimlco
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inmunoestimulante adicional seleccionado del grupo que
comprende: colesterol, 3D-MPL, un oligonucleétido
Inmunoestimulador, hidréxido de aluminio, fosfato de
aluminlo, tocoferol y una emulsién de aceite en agua o una
combinacién de dos o més de dichos adyuvantes. Por
ejemplo, el adyuvante adicional puede ser un
oligonucieétido Inmunoestimulador.

En un aspecto relacionado, la presente Invencién
también proporclona un equipo farmacéutico que comprende
en la forma de Iingredientes activos los siguientes
componentes individuales: (1) un polipéptido IL-18 6 un
fragmento o variante bioactivo del mismo, y (2) una
composiclén inmunogénica que comprende un antigeno o
derivado inmunogénico del mismo y un adyuvante de
saponina, siendo los ingredientes activos para el uso
simultianeo, por separado o en secuencias para la profllaxis
y/o tratamiento de enfermedades Infecciosas, canceres,
incluyendo tumores primarios y tumores maetastaticos, y
enfermedades autoinmunes.

La presente invencién se reflere ademéas al uso de (1)
un polipéptido IL-18 6 un fragmento o varlante bioactivo del
mismo, y (2) una composicién inmunogénica que comprende
un antigeno o un derivado Inmunogénico del mismo y un
adyuvante de saponina, en la fabricacién de un

medicamento para lograr una respuesta inmune protectora o
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reducir la severidad de una enfermedad en un paciente,
administrando al paciente una cantidad segura y efectiva de
ambos componentes.

La presente Iinvencién se reflere ademas a procesos
para elaborar dichas composiciones Inmunogénicas, al uso
de dichas composiciones para la prevencién y/o tratamiento
de enfermedades, en particular cancer, y al uso de dichas
composiciones para Iinhibir el crecimlento de tumores o
células cancerigenas en mamiferos, Incluyendo humanos.
Descripclién Detallada del Invento

En una forma de la presente invencién, el adyuvante
de saponina dentro de las composiciones inmunogénicas es
una fraccién no téxica de Quil A, por ejemplo QS-17 6 QS-
21, por ejemplo QS-21. El antigeno puede ser un antigeno
derlvado de un organismo Infeccloso, por ejemplo un
antigeno asociado con tumor o derivado Inmunogénico o
derlvado del mismo. En una modalidad, |la cltocina TH-1 es
un fragmento bloactivo de mirido o de humano IL-18 deal
mismo. La composicién inmunogénica e IL-18, pueden
actuar en forma sinérgica en la induccién del anticuerpo
especifico del antigeno, y pueden ser potentes para inducir
o mejorar las respuestas inmune celulares y/o humorales
asociadas normalmente con el sistema inmune tipo TH-1.
Por la frase "aumento de respuesta Inmune” se entiende el

incremento total en la respuesta inmune, tal como se
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determina mediante |a respuesta inmune humoral y/o
transmitida por células, o por la induccién del tamafio y/o
carga del tumor. Por el término “sinergia® se entlende que
el polipéptido IL-18 6 el fragmento o variante inmunogénico
del mismo tiene la capacidad de inducir una respuesta
inmune cuando se administra en una terapla combinada con
la composiciéon inmunogénica de la presente invencidn, y la
presencia de dicha composicién Inmunogénica puede
aumentar la eficacia el polipéptido IL-18 6 fragmento
inmunogénico o variante del mismo. El resultado de Ila
induccién de la respuesta inmune puede ser profilaxis,
reduccidon de la severidad de |la enfermedad (incluyendo, &n
el caso de céancer, reduccién de tumores establecidos
previamente, primarios ©0 metastasis, o prevenciéon de
recurrenclas de céancer), y/o terapia.

Por consigulente, en una modalidad, se proporciona un
método para generar una respuesta inmune a un antigeno
en un mamlifero, en donde el método comprende administrar
a un mamifero i) una cantidad efectiva de una composicién
inmunogénica que comprende un antigeno derivado de un
organismo Infeccioso, o un antigeno asociado con tumor y
QS-21, e ii) un polipéptido IL-18 ¢ fragmento o variante
bloactivo del mismo. En una modalidad, ambos de los
componentes del tratamiento se proporcionan en

secuencias. Esto es que la composiciédn inmunogénica se
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utlllza para reforzar una respuesta inmune humoral y/o
celular Imprimada por l|la administracién de IL-18. Como
alternativa, en otra modalidad, la composicién inmunogénica
de acuerdo con la presente invencién se utiliza para
imprimar una respuesta inmune humoral y/o celular en un
individuo el cual recibird posteriormente IL-18. Adn en otra
modalidad ambos componentes del (tratamiento se
administran en forma simultidnea, ya sea mediante co-
administracion en dos diferentes sitios o mezclados en
adiclones dentro de la misma preparaciéon. Los expertos en
la técnica comprenderan que tanto la composicion
Inmunogénica como el polipéptido IL-18 o. fragmento o
varlante Inmunogénico del mismo, se pueden adminlistrar
una vez o en forma repetida.

La terapia de combinaclén tal como se contempla
dentro del alcance de la presente invenclén, es al menos
tan efectlva, por ejemplo con eflcacia incrementada,
comparada con cualquier componente usado solo.
Especialmente en el campo del céancer, el tratamlento
combinado es conveniente debildo a que combina dos
agentes anti-cancer, operando cada uno en un modo aditivo,
por ejemplo en forma sinérgica, a través de un mecanismo
de accién diferente para producir una respuesta citotéoxica
mejorada contra células de tumor humano.

En una modalidad relacionada, se proporcilona una
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preparacién combinada (por ejemplo, un empaque de frasco
mialtiple farmacéutico) que comprende en la forma de
ingredlentes activos (1) un polipéptido IL-18 6 un fragmento
o variante bloactlvo del mismo, y (2) una composiclén
inmunogénica que comprende un antigeno y un adyuvante
de saponina, slendo los ingredientes activos para el uso
simultaneo, por separado o en secuencias para la profilaxis
y/o tratamiento de enfermedades Iinfecclosas, y cancer.

Por el término “preparacién combinada®, se entiende
una preparacion farmacéutica, o un paquete farmacéutico
(de frascos multiples) o aparato de suministro el cual puede
contener una o méas formas de dosificacién por unidad que
contienen los ingredientes actlvos. El paquete puede
comprender por ejemplo lamina de metal o plastico, tal
como un empaque de burbuja. Eil paquete o aparato de
suministro puede estar acompafiado por instrucciones para
administracion. Cuando el polipéptido IL-18 6 fragmento o
variante bioactivo del mismo y la composicién inmunogénica
estan proyectados para administracién en la forma de dos
composiciones separadas, se pueden presentar en la forma
de, por ejemplo, un paquete de frascos maltiples. Los
ingredientes activos que se administran ya sea al mismo
tiempo, o por separado, en secuenclas, de acuerdo con la
presente invencién, no representan un mero agregado de

agentes conocidos, aunque una nueva combinaciéon con la
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propledad sorprendentemente valiosa de que el uso de un
pollpéptido IL-18 o fragmento o variante Iinmunogénico del
mismo, permite la simulaclén de ambos de los componentes
innatos y adaptivos del sistema Inmune, Incluyendo
activacion de célula NK, asl como respuestas inmune
transmitidas por célula T y producciébn de cltocinas,
incrementando de este modo la eficacla de la composicién
inmunogénica. Esto da como resultado un tratamlento nuevo
y efectivo. Quedard entendido que I|la preparacion
combinada, también designada como equipo de partes,
significa que los componentes de la preparacidn combinada
no se encuentran necesariamente ¢omo una unién, por
ejemplo, en composiclén, con el objeto de estar disponibles
para aplicacién por separado o en secuenclas. Por lo tanto,
la expresién equlpo de partes, significa que no es
necesariamente una combinaciéon real, en virtud de |la
separacioén fisica de los componentes.

La preparacién combinada puede ser utilizada ya sea
para el tratamiento o profilaxis de cAncer, en particular para
reduccién de la severidad de cancer o la prevenclon de
recurrencias de céancer. Los canceres que pueden
beneficiarse de la terapia combinada tal como se describe
en la presente invencién, impiden cualquler enfermedad
caracterizada por crecimiento de célula no controlado y

proliferacién, ieslones preneopléasticas, tumores primarios y

V)



10

15

20

25

17

lesiones neoplasticas metastaticas, e Incluyen, pero no se
limitan a, carcinoma de seno, pulmén (particularmente de
pulmén de célula no pequefia - NSCLC - carcinoma),
melanoma, colorrectal, de ovarlos, proéstata, vejiga,
carcinoma escamoso de cabeza y cuello, gastrico, y otros
Gl (gastrointestinales), en particular cancer de esdéfago,
leucemia, linfoma, mieloma y plasmacitoma.

Los antigenos de ejemplo o derivados y fragmentos de
los mismos, incluyendo péptidos (por ejemplo menores a
aproximadamente 50 aminoacidos), incluyen los antigenos
codlflcado.s por la familia de MAGE (genes que codifican
antigeno de melanoma) los cuales son conocldos como
antigenos de céancer (-testiculos) (Gaugler B. y Asociados,
J. Exp. Med., 1994, 179:921; Weynants P. y Asociados, Int.
J. Cancer, 1994, 56:826; Patard J. J. y Asociados, /Int. J.
Cancer, 1995, 64:60). Los canceres que expresan protelnas
MAGE son conocidos como tumores asociados con MAGE.
Los genes MAGE pertenecen a una familia de genes
relaclonados en forma cercana, incluyendo por ejemplo,
MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3 (gen-3 que codifica 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 comparten entre si del 64 al 85% de
homologia en su secuencia de codificacién (De Plaen E. y

Asociados, /mmunogenetics, 1994, 40, 360-369). Algunas
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veces son conocldos como MAGE A1, MAGE A2, MAGE A3,
MAGE A4, MAGE A5, MAGE A6, MAGE A7, MAGE A8, MAGE
A9, MAGE A10, MAGE A11, MAGE A12 (la familia MAGE A).
Dos de los oiros grupos de protelna también son parte de la
familia MAGE aunque en forma relaclonada mas distante.
Existe el grupo MAGE B y MAGE C. La familla MAGE B
incluye MAGE B1 (también conoclda como MAGE Xp1, DAM
10), MAGE B2 (también conocido como MAGE Xp2 y DAM 6)
MAGE B3 y MAGE B4 - |a familia MAGE C Incluye
normalmente MAGE C1 y MAGE C2. En términos generales,
se puede definir una protelna MAGE como conteniendo una
signatura de secuencia de nucleo hacia el extremo de
terminal-C de la protelna (por ejemplo con respecto a MAGE
A1, una proteina de 309 aminoécidos, en donde la signatura
del ndcleo corresponde al aminoacido 195 a 279).

El patrén de consenso de la signatura de nidcleo se
describe por lo tanto como se Iindica a continuacién, en
donde X representa cualquier aminoacido, se conservan los
residuos del cuadro inferior (variantes conservadoras
permitidas) y los residuos del cuadro superior se conservan
perfectamente.

Signatura de secuencia de nlicleo:
LixvL{2x)I1(3x)g(2x)apEExiWexi(2x)m(3-4x)Gxe(3-
4x)gxp(2x)t(3x)VqexYLxYxqVPxsxP(2x)yeFLWGprA(2x)Et(3

x)}kv
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Las substituciones conservadoras son bien conocidas y
generalmente se establecen como Ilas matrices de
marcacién por default en programas por computadora de
alineaclén de secuencias. Estos programas Incluyen
PAM250 (Dayhoft M. O. y Asociados, 1978, A model of
evolutionary changes in proteins®, en “Atlas of Protein
sequence and structure” 5(3) M. O. Dayhoft (ed.), 345-352),
National Biomedical Research Foundation, Washington, vy
Blosum 62 (Steven Henikoft & Jorja G. Henlkoft (1992),
“Amino acld substitution matricles from proteln blocks"®),
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 89 (Blochemistry): 10915-109189.

En términos generales, la substitucién dentro de los
sigulentes grupos son substituciones conservadoras,
aunque las substituclones entre los grupos se conslderan
como no conservadas. Los grupos son:

i) aspartato/asparagina/glutamato/glutamina,

ii) serina/treonina,

iif) lisina/arginina,

iv) fenilalanina/tirosina/triptéfano,

v) leucina/isoleucina/valina/metionina,

vi) glicina/alanina.

En general, y dentro del contexto de la presente
invenclén, una protelna MAGE serad aproximadamente el
50% Iidéntica en esta regidén del nacleoc a los aminoacidos

185 a 279 de MAGE A1.
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MAGE-3 se expresa en el 68% de los melanomas
(Gaugler B. y Asociados, J. Exp. Med., 19984, 179:821), y
también se puede detectar en el 44% de NSCLC
(Yoshimatsu T. J. Surg. Oncol., 1898, 67, 126-128), 75% de
los cénceres de pulmén de célula pequefia (SCLC)
(Traversari C. y Asociados, Gene Ther. 1987, 4:1029-1035),
48% de los carcinomas de célula escamosa de cabeza y
cuello, el 34% de los carcinomas de célula de transicién de
vejiga, el 50% de los carcinomas de eséfago, el 32% de los
cdnceres de colon y el 24% de los canceres de seno (Van
Pel A. y Asociados, Immunol. Rev. 1995, 145:229; Inous H.
y Asoclados, Int. J. Cancer, 1995, 63:523; Nishimura S. y
Asociados, Nihon RInsho Meneki Gakkal Kalshi 1997, Apr,
20 (2): 95-101). Se han identificado diversos epltopes CTL
en la proteina MAGE-3, ya sea para los alelos de molécula
MHC clase | HLA.A1, 6 HLA.A2 (Van der Bruggen P. y
Asociados, Eur. J. Immunol. 1994, 24, 3038-3043), vy
HLA.B44 (Herman, J. y Asociados, Immunogenetics, 1996,
43, 377-383), respectivamente.

Aunque se ha detectado MAGE-3 en melanomas,
canceres de pulmén y de eséfago, el nivel de expresién de
estos antigenos en pacientes con tumores asociados con
MAGE parece ser limitado y debajo del valor de umbral del
reconocimiento Inmune (Welsser T. 8. y Asoclados, Ann.

Thorac. Surg. 2001, 71:295-302).
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Otros antigenos de ejemplo o derlvados o fragrpentos
de los mismos incluyen antigenos MAGE tales como los que
se describen en la Publicaciébn WO 99/40188, PRAME (WO
96/10577), BAGE, RAGE, LAGE 1 (Publicaciébn WO
98/32855), LAGE 2 (también conocido como NY-ESO-1,
Publicacion WO 88/14464), XAGE (Liu y Asociados, Cancer
Res, 2000, 60:4752-4755; WO 02/18584) SAGE, y HAGE
(WO 99/53081) &6 GAGE (Robbins and Kawakami, 18886,
Current Opinions in Immunology 8, paginas 628-636; Van
den Eynde y Asoclados, International Journal of Clinical &
Laboratory Research (presentado 18987); Correale y
Asociados (1997), Revista del Instituto Nacional de Céancer
89, p293. De hecho estos antigenos se expresan en un
amplio rango de tipos de tumor tales como melanoma,
carcinoma de pulmdén, sarcoma y carcinoma de vejiga.

En una modalidad se utllizan antigenos de proéstata,
tales como antigenos de cancer de prdstata o antigeno de
diferenclacléon especifica de préostata (PSA), PAP, PSCA
(PNAS 85(4) 1735-1740, 19888), PSMA ¢ el antigeno
conocido como prostasa.

En otra modalidad, el antigeno de préstata es P501S o
un fragmento del mismo. P501S también denominado como
prosteina (Xu y Asociados, Cancer Res. 61, 2001, 1583-
1568), es conocido como la SEQ ID NO:113 de |la
Publicaciéon No. WO 98/37814 y es una proteina de 553

by
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aminoacldos. Los fragmentos y proteinas Inmunogénicas del
mismo, comprenden 20 6 al menos 20, 50 6 al menos 50 6
100 6 al menos 100 aminoéacidos contiguos, tal como se
describe en la Solicltud de Patente referenclada
anteriormente y se contempian de manera especifica en la
presente Invencién. Los fragmentos que pueden ser
utilizados se describen en la Publicacién No. WO 98/50567
(antigeno PS108) vy en |la forma de una proteina asoclada
con cancer de préstata (SEQ ID NO:9 de la Publicacién WO
99/67384). Otros fragmentos que pueden ser utilizados son
los amlinoacidos 51 a 553, 34 a 553, 6 55 a 553 de la
protelna P501S de longltud total. Particular, se puede
contemplar la construccién 1, 2, y 3 (ver figura 2,
secuencias 27 a 32) y se pueden expresar en sistemas de
levadura, por eJemplo secuencias de ADN que codiflcan
dichos polipéptidos se pueden expresar en un sistema de
levadura.

La prostasa es una proteasa de serina especlfica de la
prostata (tipo tripsina), con 254 aminoAcidos de longitud,
con una triada catalitica de proteasa de serina conservada
H-D-8 y una secuencia de pre-propéptido de terminal amino
que indica una funcidn de segregacién potencial (P. Nelson,
Lu Gan, C. Ferguson, P. Moss, R. Linas, L. Hood y K. Wand,
*Molecular cloning and characterisation of prostase, an

androgen-regulated serine protease with prostate restricted
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expression, en Proc. Natl. Acad. Sci. EUA (1999) 96, 3114-
31198). Se ha descrito un sitio de glucosllaciéon putativa. La
estructura anticipada es muy similar a otras proteasas de
serina conocidas, mostrando que e! polipéptido maduro se
dobla en un solo dominio. La protelna madura tiene 224
aminodcidos de longitud, con al menos un epltope A2
mostrado como procesado en forma natural. La secuencia
de nucledétidos de prostasa y la secuencia de polipéptidos
deducidos y homdlogos se describen en la Publicaciéon de
Ferguson y Asociados (Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 1898, 98,
3114-3119) y en las Solicitudes de Patente Internacional
Nos. WO 98/12302 (y también en la Patente otorgada
correspondiente No. US 5,955,308), WO 98/20117 (y
también en las Patentes otorgadas correspondientes Nos.
US 5,840,871 y US 5,786,148) (callcreina especifica de
préstata) y WO 00/04149 (P703P).

Otros antigenos especificos de I|a prostata son
conocidos a partir de las Publicaclones WO 98/37418, y
WO/004149. Otro es STEAP (PNAS 96 14523 14528 7 - 12
1999).

Otros antigenos asociados con tumor atiles dentro del
contexto de la presente invencién incluyen: Plu -1 J. Biol.
Chem. 274 (22) 15633-15645, 1889, HASH -1, HASH-2
(Alders, M. y Asoclados, Hum. Mol. Genet. 1987, 6, 859-
867), Cripto (Salomon y Asociados, Bloessays 198, 21 61 -



10

15

20

25

24

70, Patente 5654140), CASB618 (WO 00/53218), Criptin (US
5,881,215). Ademas, los antigenos particularmente
relevantes para vacunas en |la terapia de cancer también
comprenden tirosinasa, telomerasa, P53, NY-Br1.1 (WO
01/47859), y fragmentos de los mismos tal como se describe
en las Publicaciones 00/43420, B726 (WO 00/60076, SEQ ID
NOs: 469 y 463; WO 01/79286, SEQ ID NOs:474 y 475),
P510 (WO 01/34802 SEQ ID NOs:537 y 538), y survivina.

La presente invencién también es dtil en combinacioén
con antigenos de céncer de seno tales como Her-2/neu,
mamaglobina (Patente Norteamericana No. §5,668,267),
B305D (WO00/61753 SEQ ID NOs:299, 304, 305, y 315), o
aquellas que se describen en las Publicaciones
W000/521685, W0O99/33869, W0O99/19479, WO 08/45328. Los
antigenos Her-2/neu se describen inter alla, en la Patente
Norteamericana No. 5,801,005, ElI Her-2/neu puede
comprender todo el dominio extracelular (que comprende
aproximadamente los aminoacidos 1 a 645) o fragmentos de
los mismos y al menos una parte inmunogénica de, o todo el
dominio extracelular aproximadamente los 5§80 aminoacidos
de terminal-C. En particular, la porclén intracelular puede
comprender el dominio de fosforilacién o fragmentos del
mismo. Dichas construcclones se describen en Ia
Publicacion WO000/44899. Una construccién que se puede

utilizar es conocida como ECD-PhD, una segunda es
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conocida como ECD deltaPhD (ver Publicaclén WO00/448989)
también denominada dHer2. El Her-2/neu tal como se utiliza
en la presente invencién, puede derivarse de, por ejemplo,
rata, ratén, o humano.

Ciertos antigenos de tumor son antigenos de péptido
pequefios (es decir con menos de aproximadamente 50
aminoéacidos). Los péptidos de eJemplo incluyen péptidos
derivados de mucina tales como MUC-1 (ver por ejemplo la
Patente Norteamericana No. US 5,744,144; Patente
Norteamericana No. us 5,827,668, Publicacién
WO088/05054, Patente Norteamericana No. US 4,963,484).
Especificamente contemplados son los péptidos derivados
de MUC-1 que comprenden al menos una unidad de
repeticién del péptido MUC-1, o al menos dos de dichas
repeticiones y que son reconocidos por el anticuerpo SM3
(Patente Norteamericana No. US 8,054,438). Otros péptidos
derivados de mucina incluyen péptido de MUC-5.

Como alternativa, el antigeno puede ser una
interleucina tal como IL-13 e IL-14. El antigeno puede ser
una hormona de auto-péptido tal como la hormona que
libera hormona de gonadotropina de longltud total (GnRH,
wWO085/20600), un péptido largo de 10 aminoacidos cortos,
atil en el tratamiento de muchos canceres, o en
inmunocastraciéon. Otros antigenos especificos de tumor

incluyen, pero no estan restringidos a gangliéosidos
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especificos de tumor tales como GM2 y GM3.

El antigeno también puede ser derivado de fuentes que
son patogénicas para humanos, tales como virus de
inmunodeficiencia humana VIH-1 (tal como tat, nef,
transcriptasa inversa, gag, gp120 y gp160), virus de herpes
simple de humano, tal como gD 6 derilvados de los mismos o
protelna temprana inmediata tal como ICP27 de HSV1 6
HSV2, citomegalovirus ((especie humana)(tal como gB 6
derivados del mismo), rotavirus-(incluyendo virus atenuados
vivos) virus de Epstein Barr (tal como gp350 6 derivados del
mismo), virus de varicela Zoster (tal como gp1, Il y IEB3) ¢
de virus de hepatitis tal como virus de hepatitis B (por
ejemplo antigeno de superficie de hepatitis B 6 un derivado
del mismo), virus de hepatitis A, virus de hepatitis C y virus
de hepatitis E, o de otros patégenos virales tales como
paramixovirus: virus sincitial respiratorio (tal como proteina
F y G o derivados de los mismos), virus de parainfluenza,
virus de sarampién, virus de paperas, virus de papiloma
humano (por eJemplo, HPVS8, 11, 16, 18, ...), flavivirus (por
ejemplo, Virus de fiebre amarilla, virus de dengue, virus de
encefalitis por nacimlento de garrapatas, virus de
encefalitis japonesa) o virus de Influenza {(virus completo
vivo o inactivado, virus de influenza dividido, crecimiento
en huevos o ceélulas MDCK, o virusomas flu completos (tal

como se describe en la Publicacién de R. Gluck, Vaccine,
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1992, 10, 915-920) o proteinas purificadas o recombinantes
de los mismos, tal como proteinas HA, NP, NA, 6 M, o
combinaciones de los mismos) o derivadas de patégenos
bacterianos tales como Nel/sserla spp.. Incluyendo N.
gonorrhea, y N. meningitidis (por ejemplo polisacaridos
capsulares y conjugados de los mismos, proteinas de enlace
de transferina, proteinas de enlace de lactoferrina, PIIC,
adhesinas); S. pirédgenos (por e]Jemplo, protelinas M ¢
fragmentos de los mismos, proteasa CB5A, A&cido
lipoteicoicos), S. agelactise, S. mutans; H. ducreyl;
Moraxelia spp, incluyendo M. catarrhalis, tamblén conocido
como Branhameila catarrhalis (por e]Jemplo adheslnas e
invasinas de alto y bajo peso molecular), Bordetel/la spp.,
incluyendo B. pertussis (por ejamplo pertactina, toxina de
pertussis o derivados de Ios mismos, hemaglutinina
filamentosa, cilclasa de adenilato, fimbrias), B.
paraperiussis y B. bronchiseptica;, Mycobacterium spp.,
incluyendo M. tuberculosis (por ejemplo, ESATE8, Antigeno
85A, -C, 6 -C), M. bovis, M. lepras, M. avium, M.
paratuberculosis, M. smegmatis; Leglonella spp., incluyendo
L. pneumophila; Escherichia spp, Incluyendo E. coli
enterotéxico (por eJemplo factores de colonizacidén, toxina
débil con calor o derivados de los mismos, toxina estable
con calor o0 derivados de tos mismos), E. coli

enterohemorréagico, E. coli enterohepatogénico (por

7
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ejemplo, toxina tipo toxina shiga o derivados de Ilos
mismos); Vibrio spp., incluyendo V. cholera (por ejempio
toxina de célera o derivados de los mismos); Shigella spp.,
incluyendo 8. sonnei, S. dysenteriae, S. flexnerii; Yersinia
spp., Incluyendo Y. enterocolitica (por ejemplo, una
protelna Yop). Y. pestis, Y. pseudotuberculosis;
Campylobacter spp., incluyendo C. jejuni (por ejemplo,
toxinas, adhesinas, e invasinas), y C. coll; 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, toxina de vacuolaclén); Pseudomonas
spp., Iincluyendo P. aeruginosa; Staphylococcus s8pp.,
incluyendo 8. aureus, S. epidermidis; Enterococcus Sspp.,
incluyendo E. faecalis, E. faeclum; Clostridium spp.,
incluyendo C. tetani (por ejemplo toxina de tétanos vy
derivados de los mismos), C. botulinum (por ejemplo, toxina
de botulino y derivados de los mismos), C. difficile (por
ejemplo, toxinas de clostridio A 6 B, y derivados de los
mismos); Bacillus spp., incluyendo B. anthracis (por

ejemplo, toxina de botulino y derivados de los mismos);

. Corynebacterium spp., incluyendo C. diphtheriae {(por

ejemplo, toxina de difteria y derivados de l|los mismos);
Borrelia spp., incluyendo B. burgdorferi (por ejemplo, OspA,

OspC, DbpA, DbpB), B. garinii (por ejemplo, OspA, OspC,

T2
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DbpA, DbpB), B. afzelli (por eJemplo, OspA, OspC, DbpA,
DbpB), B. andersonii (por ejemplo, OspA, OspC, DbpA,
DbpB), B. hermsii; Ehrlichia spp., incluyendo E. equi y el
agente del Ehriichiosis granulocitico humano; Ricketisia
spp., incluyendo R. ricketisii; Chlamydia spp., incluyendo C.
trachomatis (por ejemplo, MOMP, protelnas de enlace de
heparina); C. pneumoniae (por ejemplo, MOMP, proteinas
de enlace de heparina), C. psittaci; Leptospira spp.,
Iincluyendo L. interrogans; Treponema spp., Inciuyendo T.
pallidum (por ejemplo, las proteinas de membrana externa
raras), T. denticola, T. hyodysenterieae; o derivados de
paréasitos tales como Plasmodium spp., Incluyendo P.
falciparum; Toxoplasma spp., incluyendo T. gondii (por
ejemplo, SAG2, SAG3, Tg34); Entamoeba spp., Incluyendo
E.  histolytica; Babesia spp., Incluyendo B. microli;
Trypanosoma spp., incluyendo T. cruzi; Giardia spp.,
incluyendo G. /lamblia, Leshmanla spp., incluyendo L. major;
Pneumocystis spp., Incluyendo P. carinii; Trichomonas spp.,
incluyendo T. vaginalis; Schisostoma spp., incluyendo S.
mansoni, 6 derivados de lavadura tales como Candida spp.,
incluyendo C. albicans; Cryptococcus spp., incluyendo C.
neoformans.

Otros antigenos para M. tuberculosis son por ejemplo
Tb Ra12, Tb H9, Tb Ra35, Tb38-1, Erd 14, DPV, MTI, MSL,
mTTC2, y hTCC1 (Publlcaciéon WO 89/51748). Las protelnas
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para M. tuberculosis también proteinas de fusién vy
variantes de los mismos en donde al menos dos o al menos
tres polipéptidos de M. tuberculosis estan fusionados en
una proteina mas grande. Los ejemplos de fusiones Incluye
Ra12-TbH9-Ra35, Erd14-DPV-MTI, DPV-MTI-MSL, Erd14-
DPV-MTI-MSL-mTCC2, Erd14-DPV-M_TI-MSL. DPV-MTI-MSL-
mTCC2, TbH8-DPV-MTI (Publicacién WO 99/51748).

Los antigenos de Chliamydia Incluyen por ejemplo la
Proteina de Alto Peso Molecular (HWMP) (Publicacién WO
99/17741); ORF3 (Patente EP 366,412), y las protelnas de
membrana putativa (Pmps). Otros antigenos de Chlamydia
de la formulacién de vacunas pueden ser seleccionados del
grupo que se describe en la Publicacion WO 9898/28475.

Los antigenos bacterianos pueden derivarse de
Streptococcus spp., Incluyendo S. pneumoniae (por ejemplo,
polisacédridos capsulares y conjugados de los mismos, PsaA,
PspA, estreptolisina, proteina de enlace de colina) y el
antigeno de protelna Pneumoliysin (Biochem. Biophys. Acta,
1989, 67, 1007; Rubins y Asociados, Microblal
Pathogenesis, 25, 337-342), y t.ierivados destoxificados
mutantes de los mismos (Publicaciones WO 80/06951 y WO
99/03884). Otros antigenos bacterianos se derivan de
Haemophilus spp., incluyendo H. [Influenzae tipo B (por
ejemplo PRP y conjugados de los mismos), H. influenzae sin

tipo, por ejemplo OMP268, adhesinas de alto peso molecular,
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P5, P6, proteina D, y lipoproteinas D, y fimbrina y péptidos
derivados de fimbrina (Patente Norteamericana No.
5,843,464), o variantes de copias multiples o protelnas de
fusidon de los mismos.

Los derivados del antigeno de superficie de hepatitis B
son conocidos en la técnica e Incluyen, Inter alia, los
antigenos PreS1, PreS2 S, descritos en |la Solicitudes de
Patente Europea No. EP-A-414,374; EP-A-0304-578, y EP-
198-474. En una modalidad el antigeno HBV es pollmerasa
HBV (Ji Hoon Jeong y Asociados, 18986, BBRC 223, 264-271,;
Lee H. J. y Asociados, Blotechnol. Lett. 15, 821-826). Los
antigenos derivados de VIH tamblén estan contemplados,
tales como antigeno de VIH-1 gp120, especialmente cuando
se expresan en células CHO.

La composicién inmunogénica de Ila presente
Iinvencién, 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 los serotipos
HPV considerados como responsables de verrugas genitales
(HPV 8 6 HPV 11 y otros), vy los virus HPV responsables de
cancer cervical (HPV16, HPV18 y otros). Los antigenos HPV
adecuados son E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1 y L2. Los
ejemplos de formas de fusiones profilacticas o terapéuticas
para verrugas genitales comprenden particulas L1 6

capsomeros, y proteinas de fusién que comprenden uno o
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més antigenos seleccionados de las proteinas HPV 6 y HPV
11, EB, E7, L1 y L2. Los ejemplos de proteinas de fusién
son: L2E7 que se describen en la Publicacion-W09886/28277,
y la proteina D(1/3)-E7 que se describe en la Publicaclon
WO089/10375. Una composicién de vacuna terapéutica o
para profilaxis infeccién o cancer cervical HPV puede
comprender antigenos HPV 16 & 18. Por ejemplo, los
mondémeros L1 6 L2, o los antigenos L1 6 L2 presentados
juntos como un virus tipo particula (VLP) o la proteina L1
sola presentada sola en una estructura VLP o de
capsdémero. Dichos antigenos, particulas tipo virus vy
capsomeros son conocldos por sl mismos. Ver por ejemplo
las Publicaciones Nos. WO094/001562, w084/20137,
W094/05792, y WO983/02184.

Las proteinas tempranas adicionales pueden Incilulrse
solas o como protelnas de fusién tales como E7, E2 6 ES,
por ejemplo; otras modalidades Incluyen un VLP que
comprende protelnas de fusidn L1E7 (Publicacion
wo0968/11272). Los antigenos HPV 16 pueden comprender
las proteinas tempranas E6 6 E7 en fusién con un vehlculo
de proteina D para formar proteina D - fusiones E6 6 E7 de
HPV 16 o combinaciones de las mismas; o combinaciones
de E6 6 E7 con L2 (Publicacién W0986/26277).

Como alternativa las protelnas tempranas E6 y E7 de

HPV 168 6 18 pueden presentarse en una sola molécula, por

G
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ejemplo, una fusién de protelna D EG6/E7. Otras fusiones
contienen opclonalmente ya sea una o ambas de las
proteinas E6 6 E7 de HPV 18, por ejemplo en |la forma de
una proteina de fusién de proteina D - E6 6 protelna D - E7
6 una proteina de fusién o proteina D EG/E7. Las fusiones
pueden comprender antigenos de otras cepas HPV, por
ejemplo de las cepas HPV 31 6 33.

Los antigenos derivados de pardsitos que originan
malaria tamblén estian contemplados. Por ejemplo, los
antigenos de Plasmodia faiciparum incluyen RTS,S y TRAP.
RTS es una proteina hibrida que contlene substancialmente
toda Ila porcién de terminal-C de Ila proteina de
circumsporozoite (CS) de P. falciparum enlazada a través
de cuatro aminoécidos de la porcién preS2 del antigeno de
superficie de Hepatitis B al antigeno de superficle (S) del
virus de hepatitis B. Su estructura total se describe en la
Publicacién W093/10152. Cuando se expresa en RTS de
levadura se produce como una particula de lipoproteina, y
cuando se expresa en conjunto con el antigeno S de HVB
produce una particula mezclada conocida como RTS,S. Los
antigenos = TRAP se describen en Ila Publlicacion
WO090/01498. Una modalidad de la presente Invenclén, es
una fuslén en donde la preparacién antigénica comprende
una combinacién de los antigenos RTS,S y TRAP. Otros

antigenos de plasmodia que son igualmente candidatos para
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ser componentes de la fusidén, son P. falciparum MSP1,
AMA1, MSP3, EBA, GLURP, RAP1, RAP2, Sequestrin;
PfEMP1, Pf332, LSA1, LSA3, STARP, SALSA, PfEXP1,
Pfs25. Pfs28, PFS27/25, Psf16, Psf48/45, Pfs230 y sus
analogos en Plasmodium spp.

Tal como se utiliza en la presente Invencién, el
término “composliclén Inmunogénica® se utiliza en su sentido
més amplio para significar una composiclén que, al
momento de la administracién a un paciente, afecta de
manera positiva la respuesta inmune del paciente. Una
composicién inmunogénica que se proporciona al paciente
con una respuesta Inmune local o sistémica mejorada, ya
sea respuestas inmunes celulares tales como respuestas
inmunes CTL ¢ humorales, tal como la generacién de
anticuerpos. En particular, la composicién inmunogénica de
acuerdo con la presente invenclén puede referirse a una
formulacién que comprende una cantidad efectiva de un
polipéptido/proteina de antigeno, por ejemplo un antigeno
asociado con tumor, y un derivado inmunogénico del mismo,
por ejemplo fragmentos de los mismos, o el polinucleétido
de codificacién y un vehlculo farmacéuticamente aceptable.
Por el término “cantidad segura y efectiva™ se entilende una
dosis de proteina que, si es necesario en asociacion con un
adyuvante, cuando se administra a un humano, produce una

respuesta inmune detectable tal como una respuesta
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humoral (anticuerpos) o una respuesta celular, tiene Ila
capacidad de inmunomodular el sistema inmune, sin efectos
secundarios significativamente adversos en vacunas tipicas.
Dicha cantidad variara dependiendo de qué Inmunogén
especifico sea empleado y de cémo se presente.
Generalmente, se espera que cada dosis comprenda de 1 a
5,000 uyg de proteina, por ejemplo de 1 a 1,000 ug de
proteina, por ejemplo de 1 a 500 pg, por ejemplo de 1 a 100
Hg, por ejemplo de 1 a §0 pg. Una cantidad 6ptima de una
vacuna en particular puede determinarse a través de
estudios estandar que comprenden observacién de las
respuestas Inmune adecuadas en sujetos. Después de una
vacunacién iniclal, los sujetos pueden recibir una o varias
inmunizaciones de refuerzo espaciadas en forma adecuada.
La preparacién de vacunas se describe generalmente en la
Publicacién Vaccine Design (*"The subunit and adjuvant
approach” (eds. Powell M. F. & Newman M. J.) (1995)
Plenum Press Nueva York). La encapsulacién dentro de
liposomas se describe en la Publicacién de Fullerton, la
Patente Norteamericana No. 4,235,877.

Los polipéptidos de antigeno Inmunogénico se refieren
a polipéptidos que reaccionan en forma detectable dentro
de un inmunoensayo (tal como un ensayo de estimulaclén
de célula-T 6 ELISA) con antisuero y/o células-T de un

paclente que expresa el polipéptido. La clasificaclén de
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actividad inmunogénica puede Ilevarse a cabo utllizando
técnicas conocldas por los expertos en |a técnica. Por
ejemplo, dichas clasificaclones se pueden llevar a cabo
utilizando métodos tales como los que se describen en la
Publicaclén de Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988. En un
ejemplo ilustrativo, se puede Inmovilizar un polipéptido en
un soporte sdélido y contactarse con el suero del paciente
para permitir el enlace de anticuerpos dentro del suero al
polipéptido inmovillzado. El suero no enlazado se puede
eliminar posterlormente y los anticuerpos enlazados se
detectan utilizando, por ejemplo, proteina A etiquetada '2°|.

Los antigenos de polipéptido de la presente invencidén
se proporcionan, por ejemplo, al menos el 80% puros, por
ejemplo el 90% puros tal como se visuallza mediante SDS
PAGE. Los antigenos de polipéptido pueden aparecer como
una sola banda mediante SDS PAGE.

Los derivados inmunogénicos tales como fragmentos o
porclones Inmunogénicas de antigenos, por ejemplo de
antigenos asociados con tumor o especificos de tumor
también estdn comprendidos en la presente Invencién. Un
*fragmento inmunogénico” tal como se utlliza en la presente
invenclén, es un fragmento que por si mismo es
inmunolégicamente reactivo (por sjJemplo, enlace en forma

especifica) con los receptores de antigeno de superficie de
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célula-B y/o célula-T que reconocen el polipéptido. Las
porciones inmunogénicas pueden ser identificadas
generalmente utilizando técnicas bien conocidas, tales
como las que se resumen en la Publlcacién de Paul,
Fundamental Immunology, 3* ediclén, 243-247 (Raven
Press, 19983) y las referencias ahi menclonadas. Dichas
técnicas Incluyen clasiflcacién de polipéptidos que tengan
la capacidad de reaccionar con anticuerpos especificos de
antigenos, antisueros y/o lineas o clones de célula-T.

Tal como se utiliza en la presente Invencién los
antisueros y anticuerpos son “"especlificos-antigenos® si se
enlazan en forma especifica a un antigeno (por ejemplo
reaccionan c¢on |a proteilna en el ELISA u otro
inmunoensayo, y no reacclonan en forma detectable con
proteinas no relacionadas. Dichos antisueros y anticuerpos
se pueden preparar tal como se describe en |la presente
invencidén, utilizando técnicas bien conocidas.

En una modalldad, la porciéon Inmunogénica de un
polipéptido s una porcién que reacciona con un antisuero y
células-T en un nivel que no es sustancialmente menor a la
reactividad del polipéptido de longitud total (por ejemplo, en
un ensayo ELISA y/o de reactividad de célula-T. EI nivel de
actividad Inmunogénica de la porcion inmunogénica puede
tener al menos aproximadamente el 50%, al menos

aproximadamente el 70%, o mayor a aproximadamente 90%
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de inmunogenicldad del pollpéptido de longitud total. En
algunos casos, las porciones Inmunogénicas seran
identificadas por tener un nivel de actividad inmunogénica
mayor al del polipéptido de longitud total correspondientses,
por ejemplo, que tienen més de aproximadamente 100% o
160% o mas de actividad inmunogénica. En otras ciertas
modalidades, las porclones Inmunogénicas ilustrativas
pueden incluir péptidos en los cuales se ha eliminado la
secuenclia Illder de terminal-N y/o el dominlo de
transmembrana. Otras partes Inmunogénicas ilustrativas
contendrdn una pequefa eliminacién de terminal-N y/o -
C(por ejemplo, aproximadamente de 1 a 50 aminoacidos,
aproximadamente 1 a 30 aminoéacidos, aproximadamente 5 a
15 aminoéacidos), en forma relativa a la proteina madura.

En otra modalidad, las composiciones inmunogénicas
ilustrativas, tales como por e]Jemplo composiciones de
vacuna de la presente Iinvencldén, comprenden un
polinucledtido que codifica uno o mas de los polipéptidos tal
como se describe anteriormente, de modo que el pollpéptido
se genere /n situ. EIl polinucleétido puede administrarse
dentro de cualquiera de una variedad de sistemas de
suministro conocidos. De hecho, en el arte se conocen
numerosas técnicas de suministro de genes, tales como las
que se describen en la publicacion de Rolland, Crit. Rev.

Therap. Drug Carrier Systems 15:143-198, 19988 y las
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referencias ahl menclonadas. Por supuesto los sistemas de
expresién de polinucleétidos adecuados contendran las
secuencias reguladoras de ADN necesarlas para la
expresidn en un paciente (tal como un promotor y una sefial
de terminacidn adecuadoé). Como alternativa, los sistemas
de suministro bacteriano pueden comprender la
administracién de una bacteria (tal como Bac/llus-Calmeite-
Guerrin) que expresa una porcién Iinmunogénica del
polipéptido en su superficie celular o segrega un epltope.
En una modalildad de I|a presente invencién, se
administra/suministra un polinucleétido en la forma de ADN
“descubierto, por ejemplo tal como se describe en la
publicacién de Ulmer y asociados., Science 259:1745-1749,
1993 y revisado por Cohen, Science 258:1681-1682. La
captaciébn de ADN desprotegido puede incrementarse
recubriendo el ADN en cuentas blodegradables las cuales
se transportan de manera eficlente en las células. En una
modalidad, la composicién se administra en forma
intradérmica. En particular, la composicion se administra
por medio de técnicas de administraclén de pistola de genes
(particularmente bombardeo de particulas) las cuales
comprenden recubrir el vector en una cuenta (por eJemplo
oro), la cual posterlormente se administra bajo alta presion
dentro de la epidermlis; tal como, por ejemplo, como se

describe en la publicacién de Haynes y asociados., J
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Biotechnology 44:37-42 (1996).

En un eJemplo Ilustrativo, se puede Ilograr Ia
aceleracién de particulas operada por gas con aparatos
tales como los fabricados por Powderject Pharmaceuticals
PCL (Oxford, UK) y Powderject Vaccines Inc. (Madison, WI),
algunos ejemplos de los cuales se describen en las
Patentes Norteamericanas Nos. 5,846,796; 6,010,478;
5,865,796; 5,584,807; y Patente EP No. 0500 7989. El
método ofrece una estrategla de suministro libre de agujas
en donde la formulacién en polvo seco de particulas
microscoplcas, tales como polinucleétido, son aceleradas a
alta velocidad dentro de un chorro de gas helio generado
por un aparato portéatil, que impulsa las particulas en un
tejido objetivo de Interés, normalmente Ila piel. Las
particulas pueden ser cuentas de oro con un didmetro de
0.4 —4.0 um, 0.6-2.0 uym y el conjugado de ADN se recubre
en estas y posteriormente se guarda en un cartucho o cinta
para colocarse en la “pistola genética”.

En una modalidad relacionada, otros aparatos vy
métodos que pueden ser (tiles para la Inyecclén sin aguja
operada por gas de composiciones de la presente Invencién,
incluyen los proporcionados por Bioject, Inc. (Portland, OR),
algunos de los ejemplos de dichos aparatos se describen en
las Patentes Norteamericanas Nos. 4,7980,824; 5,064,413;
5,312,335; 5,383,851; 5,399,183, 5,520,639 y 5,8983,412.
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Por consiguiente, en ciertas modalldades, Ilos
polinuclieédtidos que codifican los polipéptidos
inmunogénicos aqul descritos, son Introducldos en células
huésped de mamifero adecuadas para expresléon utilizando
cualquiera de un numero de sistemas a base de virales
conocidos. En una modalidad ilustrativa, los retrovirus
proporcionan una plataforma conveniente y efectiva para
sistemas de suministro de genes. Una secuencia de
nucledétidos seleccionada que codlfica un polipéptido de la
presente invencién, se puede Insertar en un vector y
empacarse en particulas retrovirales utilizando las técnicas
conocidas en el arte. EIl virus recombinante posteriormente
puede ser aislado y suministrado a un sujeto. Se ha
descrito un nimero de sistemas retrovirales ilustrativos (por
ejemplo, Patente Norteamericana No. 5,219,740; Miller y
Rosman (1989) BioTechniques 7:980-990; Miller, A. D.
(1980) Human Gene Therapy 1:5-14; Scarpa y asociados
(1991) Virology 180:849-852; Burns y asociados (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 90:8033-8037; y Boris-Lawrle y
Temin (1993) Cur. Opin, Genet. Develop. 3:102-108.

Ademds, también se ha descrito un ndamero de
sistemas a base de adenovirus llustrativos. A diferencla de
los retrovirus, 1os cuales se integran en el genoma huésped,
los adenovirus persisten en forma extracromosomal,

minimizando de esta forma los rlesgos asociados con
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mutagénesis de inserclén (Haj-Ahmad and Graham (18886) J.
Virol. 57:267-274; Bett y asocliados (1993) J. Virol. 67:5911-
5921; Mittereder y asociados (1994) Human Gene Therapy
5:717-729; Seth y asociados (1994) J. Virol. 68:933,940;
Barr y asoclados (1994) Gene Therapy 1:51-58; Berkner, K,
L. (1988) BioTechniques 6:816-628; y Rich y asoclados
(19893) Human Gene Therapy 4:461-4786). Ya que los
humanos algunas veces son Infectados por serotipos de
adenovirus humanos comunes taies como AdHuS5, una
proporcién significativa de la poblacidn tlene una respuesta
de anticuerpos de neutralizacién a los adenovirus, l0 cual
es probablemente para llevar a cabo |la respuesta inmune a
un antigeno heterdlogo en un sistema base de vacuna
recombinante. Los vectores adenovirales de primates no
humanos, tales como adenovirus de chimpancé 68 (AdC#88,
Fitzgerald y asoclados (2003) J. Immunol 170 (3):1416-22))
pueden ofrecer un sistema adenoviral alternativos en la
desventaja de la respuesta de neutralizacién de anticuerpos
existente previamente.

También se han desarrollado diversos sistemas de
vector de virus adeno-asociados (AAV), para el suministro
de pollnucledtidos. Los vectores AAV pueden ser
construidos facilmente utilizando técnicas bien conocidas
en le arte. Por ejemplo ver las Patentes Norteamericanas

Nos. 5,173,414 y 5,139,941, las Publicaciones
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internacionales Nos. WO 92/01070 y WO 93/03769; la
publicacién de Lebkowski y asociados (1988) Molec. Cell.
Biol.. 8:3988-3998; Vincent y asociados (1990) Vacunas 80
(Cold Spring Harbor Laboratory Press); Carter, B. J. (1992)
Current Oplinlén In Biotechnology 3:533-539; Muzyczka, N.
(1992) Current Topics in Microbiol. And Immunol. 158:87-
129; Kotin, R. M. (1994) Human Gene Therapy 5:793-801;
Shelling and Smith (1994) Gene Therapy 1:165-168; and
Zhou y asociados (1994) J. Exp. Med. 179:1867-1875.

Los vectores virales adicionales Utlles para administrar
las moléculas de acido nuclelco que codifican los
polipéptidos de la presente invencién mediante
transferencia de genes, incluyen los derivados de la familia
de virus pox tales como vacunas de virus y virus pox avlan.
A manera de ejemplo, las vacunas de virus recombinantes
que expresan las moléculas novedosas, pueden ser
construidas tal como se Indica a continuaclén. El ADN que
codifica un polipéptido se inserta primero en un vector
adecuado de modo que quede adyacente a un promotor de
vacunas y flanquee las secuenclas de ADN de la vacuna,
tales como las secuencias que codiflcan cinasa de timidina
(TK). Posteriormente este vector se utiliza para transfectar
células las cuales se Infectan en forma simultanea con
vacunas. La recomblinacién homdloga sirve para insertar el

promotor de vacuna méas el gen que codifica el polipéptido
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de interés en el genoma viral. El! TK.sup.{(-) recombinante
resultante, puede seleccionarse cultivando las células en ia
presencia de 5-bromodesoxiuridina y levantando las placas
virales resistentes al mismo.

Se puede utilizar de manera conveniente un sistema de
infeccién/transfecclén a base de vacunas para proporcionar
una expresion o co-expresion inducible temporal, de uno o
méas polipéptidos descritos en la presente invencién en
células huésped de un organismo. En este sistema en
particular, las células se infectan primero in vitro con un
virus de vacuna recombinante que codifica la polimerasa de
ARN de bacteriofago T7. Esta polimerasa despliega una
especificidad exquisita en cuanto que Gnicamente transcribe
plantilias que contienen los promotores T7. Después de la
Infeccién las células se transfectan con el polinucleétido o
polinucledétidos de Interés conducidos por un promotor T7.
La polimerasa expresada en el citoplasma del virus de
vacuna recombinante, transcribe el ADN transfectado en
ARN, el cual posteriormente se traduce en el polipéptido a
través de la maquinaria de traduccién de huésped. EI
método proporciona una produccién cltoplasmica, temporal,
de alto nivel de grandes cantidades de ARN y sus
productos. Ver por ejemplo la publicacién de Elroy-Stein y
Moss, Proc. Natl. Acad. Sci EUA (1980) 87:6743-6747;
Fuerst y asociados. Proc. Natl. Acad. Sci. EUA (1988)

2



10

15

20

25

45

83:8122-81286.

Como alternativa, los avipoxvirus, tales como los virus
de aves de corral y canario, también pueden utilizarse para
suministrar las secuenclas de codificacion de interés. Los
virus de avipox recombinantes, que expresan Inmunogenes
de patégenos mamiferos, son conocldos por conferir
inmunidad protectora cuando se administran a especies no
avian. El uso de un vector Avipox es particularmente
deseable en humanos y otras especies de mamiferos, ya
que lo0s mlembros de los géneros avipox unicamente pueden
replicarse de manera productiva en especies avian
susceptibles y por consiguiente no infectan las células de
mamiferos. Los métodos para producir Avipoxvirus
recomblnantes son conocidos en la técnica y emplean
recombinaclén genética, tal como se describiod
anteriormente con respecto a la produccion de virus de
vacunas. Ver por ejemplo las publicaciones WO 951/12882;
WO 898/03428; y WO 02/03545.

Tamblén se pueden utilizar cualquiera de un ndamero
de vectores de alfavirus para suministrar composiciones de
polinucledtidos de la presente Iinvenciétn, tal como los
vectores que se describen en las Patente Norteamericanas
Nos. 5,843,723, 6,015,686; 6,008,035y 6,015,604. También
se pueden utilizar ciertos vectores basados en Encefalitis

de Equino de Venezuela (VEE), los ejemplos ilustrativos se
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pueden encontrar en las Patentes Norteamericanas Nos.
5,505,847, vy 5,643,578,

Los vectores que comprenden las secuencias de
nucledtidos que codifican los péptidos antigénicos se
administran en una cantidad tal que ser& profilactica o
terapéuticamente efectiva. La cantldad que sera
administrada puede estar dentro del rango de un programa a
16 miligramos, 1 picograma a 10 microgramos para el
suministro transmitido por particulas, y 10 microgramos a
18 miligramos para otras rutas de nucleétidos por dosis. La
cantidad exacta puede variar de manera considerable
dependiendo del peso del! paciente que esté siendo
inmunizado y la ruta de admlinistracién.

Las técnicas adecuadas para introducir el
polinucledétido o vector desprotegido en un paciente,
también incluye en la aplicacion tépica con un vehiculo
adecuado. EI acido nucleico puede administrarse en forma
tépica a la piel, o a superficie mucosas, por ejemplo
mediante administracién Iintranasal, oral, Iintravaginal o
intrarectal. E! polinucleétido o vector descubierto puede
encontrarse Junto c¢on un excipiente farmacéuticamente
aceptable tal como solucién salina regulada por fosfato
(PBS). La captacién de ADN se pueds facilitar en forma
adicional a través del uso de agentes de faclilitacién tales

como bupivacalna, ya sea en forma separada o Incluida en
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la formulacién de ADN. Otros métodos de administracién
del &cido nucleico directamente a un receptor, incluyen
ultrasonido, estimulacién eléctrica, electroporacién vy
microsembrado, el cual se descrlbe en |a Patente
Norteamericana No. 5,697,901,

La captacién de construcciones de &acido nucleico se
puede aumentar a través de dlversas técnicas de
transfeccién conocidas, por ejemplo las que incluyen el uso
de agentes de transfeccidon. Los ejemplos de estos agentes
incluyen agentes catiénicos, por ejemplo, fosfato de calcio y
DEAE-Dextrano y llpofectantes, por ejemplo, llpofectam y
transfectam. La dosis del éacido nuclelco que seréa
administrada puede ser alterada.

Aln en otra modallidad, las composiclones
inmunogénicas de la presente invencién, comprenden un
anticuerpo, o un suero, o un dominio de un anticuerpo tal

como Fab y fragmento F(ab’)2. EI anticuerpo puede ser un

antlcuerpo monoclonal o fragmento del mismo. La dosls’

efectiva normalmente es de 100 ug a 500 pg, por ejemplo 1
mg a 50 mg por kllo de peso corporal del paciente. Por
consiguliente, los métodos de la presente invencién Incluyen
inmunoterapia o inmunoprofilaxis paslva.

Las composiciones inmunogénicas y el polipéptido IL-
18 de la presente Invencién, pueden suministrarse a través

de un namero de rutas tales como intramuscular,
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subcutanea, Intraperitoneal o intravenosa.

El polipéptido IL-18 o fragmento bioactivo del mismo
de acuerdo con la presente Invencién, es uno que induce
una respuesta inmune predominantemente del tipo Th1. Los
altos niveles de cltocinas tipo Th1 (por ejemplo, IFN-y,
TNFa, IL-2, IL-12, 1L-18, etc.) tienden a favorecer Ila
inducclién de las respuestas inmunes transmitidas por
células a un antigeno administrado. En contraste, los altos
niveles de citocinas tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5, IL-8 e
IL-10) tienen a favorecer la induccién de respuestas
inmunohumorales. Para una revisién de las familias de
citocinas, ver la publicacién de Mosmann y Coffman, Ann.
Rev. Immunol. 7:145-173, 1989. Por los términos "IL-18" 6
“polipéptido IL-18" se entiende un polipéptido IL-18 tal
como se describe en las Patentes EP 0692536, EP 0712931,
EP 0767178 y WO 97/2441. Los derivados de polipéptidos
IL-18 o varlantes Iincluyen polipéptidos alslados que
comprenden una secuencia de aminoacidos la cual tiene al
menos el 70% de identidad, al menos el 80% de identidad,
al menos el 90% de Iidentidad, al menos el 95% de
identidad, al menos del 97 al 90% de identidad a la de la
secuenclia SEQ ID NO:8 (IL-18 humano) o SEQ ID NO:7 (IL-
18 de marido) tal como se ilustra en la filgura 1, con
respecto a la longitud total de la SEQ ID NO:6 y la SEQ ID
NO:7, respectivamente. E! polipéptido IL-18 puede se la
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secuencia de aminoacidos que se establecen en la SEQ ID
NO:6 y SEQ ID NO:7, respectivamente. Los fragmentos IL-
18 también estdn contemplados, esto es un fragmento de IL-
18 que tiene la capacidad de exhibir una actividad biolégica
(antigénica o inmunogénica) de IL-18 tal como la induccién
de IFN-y. Se pueden utllizar fragmentos bloactivos IL-18,
se pueden utllizar fragmentos inmunogénicos IL-18.

El pollpéptido IL-18 puede estar en |la forma de una
proteina madura o puede ser una parte de una proteina
mayor tal como una proteina de fuslén. También se
contemplan variantes IL-18, esto es polipéptidos que
pueden variar mediante las sustituciones de aminoacido
conservadoras, medlante lo cual se sustituye un residuo por
otro con caracteristicas similares. Las sustituciones tiplcas
estan entre Ala, Val, Leu e lle; entre Ser y Thr; entre los
residuos Aacidos Asp y Glu; entre Asn y Gin; entre los
residuos basicos Lys y Arg; o residuos aromaéaticos Fe y Tyr.
Por ejemplo, variantes en donde se sustituyen diversos
aminoéacidos 5 a 10, 1 a 5, 1a 3, 1a2461, se eliminan o
agregan en cualquier combinacion. Los fragmentos
bioactivos IL-18 también estan contemplados. Por el
término “fragmento bioactivo” se entlende un fragmento de
IL-18 el cual tiene retenida sustanclalmente la misma
bioactividad del IL-18 de longitud total. Por el término

‘biloactividad® se entiende cualquiera de |as siguientes

9>



10

15

20

25

50

propiedades: aumento de la actividad de célula activadora
natural (NK) y respuesta de célula Th1 (activacién de NK,
células NKT, Induccién de la proliferacion de células T
activadas), actividad anti-angiogénica, aumento de Ila
expresién del ligando Fas en células NK, NKT y células T
activadas, produccién Incrementada de IFNg, GM-CSF y
otras citocinas por ejemplo tipo TH1, capacidad para
estimular la inmunidad innata y respuestas transmitidas
tanto por Th1 y Th2.

En particular, un fragmento bloactivo de |L-18 es un
fragmento que tiene retenida la capacidad de incrementar la
produccién de IFNg tal como se mide, in vitro, a través del
sistema de ensayo KG-1. La Illnea de célula
mielomonocitica humana (KG-1) que expresa el receptor IL-
18 humano, respondera al tratamlento con [L-18
incrementando la produccién (secrecién) de IFNg (medido
mediante ELISA) y la activacion de NfKB (Matsuko
Tanlguchi y asoclados J. Immunological Methods, 1998,
217, 97-102).

Los polipéptidos IL-18 de acuerdo con la presente
invencién, se pueden preparar en cualquier forma adecuada.
El aislamlento de polipéptidos que ocurren en forma natural,
que producen en forma recombinante o sintética los
polipéptidos, etc. Los medlos de preparacién son bien

conocidos en la técnica.
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Las composiciones inmunogénicas de acuerdo con la
presente invenclién pueden incluir de manera conveniente un
excipiente o vehlculo farmacéuticamente aceptable. Una
molécula transportadora puede comprender varlas formas,
incluyendo un organismo transportador tal como un vector
bacteriano vivo o una cepa de vehlculo bacteriano, agua,
soluclén salina o un quimico Iinmunoestimulante. Un
vehlculo puede ser agua, soluclén sallna u otras soluciones
reguladas. Una molécula transportadora también puede
incluir una particula polimérica tal como una microcuenta o
una nanoparticula, y una particula de sal metélica tal como
hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio o fosfato de
calclo, o fosfato de magnesio, fosfato de hierro, carbonato
de calcio, carbonato de magnesio, suifato de calclo,
hidréxido de magnesio, o sales dobles tlpo fosfato de
hierro-amonio, fosfato de potasio-hierro, fosfato de calcio-
hierro, carbonato de calcio-magnesio, 0 una mezcla de

cualesquiera de dichas sales.

Al momento de administrar la composicién combinada’

tal como se proporciona en la presente invencién, un
paciente soportard una respuesta inmune que Incluye
respuestas tipo Th1 y Th2.

Las composiciones inmunogénicas y el polipéptido IL-
18 o fragmento bloactivo o varlante del mismo de acuerdo

con la presente invencién, se pueden suministrar a través
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de un nimero de rutas tal como intramuscular, subcutanea,
intraperitoneal o Intravenosa.

Los vectores que comprenden las secuencias de
nucledtidos que codifican los péptidos antigénicos, se
administran en una cantidad tal que sera profilactica o
terapéuticamente efectiva. La cantldad que sera
administrada, generalmente esté dentro del rango de un
picogramo a 16 miligramos, por ejemplo 1 picogramo a 10
microgramos para el suministro transmitido por particulas, y
10 microgramos a 16 miligramos de otras rutas de
nucleétidos por dosis. La cantidad exacta puede variar
considerablemente dependlendo del peso del paciente que
esté siendo inmunizado y la ruta de administracién.

Las técnicas adecuadas para introducir el
polinucleétido o vector descubierto en un paciente también
incluyen en aplicacién tépica con un vehlculo adecuado. E!
dcido nucleico puede adminlistrarse en forma téplica a la
piel, o0 a las superfilcles mucosas, por eJemplo medlante
administracion intranasal, oral, intravaginal o intrarectal.
El polinucleétido o vector descubierto puede presentarse
juntos con un excipiente farmacéuticamente aceptable, tal
como soluciéon salina regulada por fosfato (PBS). La
captacién de ADN se puede facilitar en forma adicional a
través del uso de agentes de facilitacién tal como

bupivacaina, ya sea en forma separada o incluida en la
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formulacién de ADN. Otros métodos para administrar el
acido nuclelco directamente a un receptor Incluyen
ultrasonido, estimulaclén eléctrica, electroporacién y
microsembrado el cual se describe en Ila Patente
Norteamericana No. 5,8697,901.

La captacién de construcciones de 4acldo nuclelco
puede mejorarse a través de diversas técnicas de
transfeccidn conocidas, por ejemplo aquellas que incluyen
el uso de agentes de transfecclén. Los ejemplos de estos
agentes Incluyen agentes catidénicos, por sJemplo fosfato de
calcio y DEAE-Dextrano y Ilipofectantes, por ejemplo,
lipofectam y transfectam. La dosis del acido nuclelico que
sera administrada también puede ser alterada.

El polipéptido IL-18 o fragmento bloactivo de acuerdo
con la presente Invencidn, es uno que Induce una respuesta
inmune predominantemente del tipo Th1. Los altos niveles
de citocinas tipo Th1 (por eJemplo IFN-y, TNFa, IL-2, IL-12,
IL-18, etc) tienden a favorecer la Induccién de Ilas
respuestas inmunes transmitidas por células a un antigeno
administrado. En contraste, los altos niveles de clitocinas
tipo Th2 (por ejemplo, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) tlenden a
favorecer la induccién de respuestas inmunohumorales.
Para una revision de las familias de citoclnas, ver la
publicacién de Mosmann y Coffman, Ann. Rev. Immunol.

7:145-173, 1889. Los niveles de estas clitocinas pueden ser
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evaluadas facilmente utilizando ensayos estadndar. Por el
término “IL-18" se entiende un polipéptido IL-18 tal como se
describe en las Patentes EP 0692536, EP 0712831, EP
0767178 y la publicacién WO 97/2441. Los polipéptidos IL-
18 Incluyen polipéptidos aislados que comprenden una
secuencia de aminoacidos la cual tiene al menos el 70% de
identidad, al menos el 80% de Identldad, al menos el 90%
de identidad, al menos el 95% de Identidad, al menos del 87
al 99% de identidad a |la de la secuencia SEQ ID NO:1 (IL-
18 humano) o SEQ ID NO:2 (IL-18 de murido) tal como se
ilustra en la figura 1, con respecto a la longitud total de la
SEQ ID NO:1 y la SEQ ID NO:2, respectivamente. Dichos
polipéptidos incluyen los que comprenden el aminoacido de
la SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:2, respectivamente. EI
polipéptido IL-18 puede tener la secuencia de aminoéacidos
que se establecen en la SEQ ID NO:1 y SEQ ID NO:2.
También se contemplan fragmentos IL-18, esto es wun
fragmento de IL-18 que tiene la capacidad de exhibir una
actividad biolégica (antigénica o inmunogénica) de IL-18 tal
como la induccién de IFN-y.

El polipéptido IL-18 puede estar en la forma de una
protelna madura o puede ser una parte de una proteina
mayor tal como una protelna de fusién. También se
contemplan variantes IL-18, esto es polipéptidos que

pueden variar mediante las sustituciones de aminoécido
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conservadoras, mediante lo cual se sustituye un residuo por
otro con caracteristicas similares. Normalmente dichas
sustituciones estdn entre Ala, Val, Leu e lle; entre Ser y
Thr; entre los residuos de &cido Asp y Glu; entre Asn y Gin;
entre los residuos basicos Lys y Arg; o residuos aromaéticos
Phe y Tyr. Por ejemplo, variantes en donde se sustituyen
diversos amlnoécidos 5§ a 10, 1., a 5, 1 a 3, 1 a 2 6 1, se
eliminan o agregan en cualquier combinaclén.

Los polipéptidos IL-18 de acuerdo con la presente
invencién, se pueden preparar en cualquier forma adecuada.
Incluye el alslamiento de polipéptidos que ocurren en forma
natural, que producen en forma recombinante o sintética los
polipéptidos, etc. Los medios de preparacién son bien
conocidos en la técnica.

Al momento de admlinistrar la composicién combinada
tal como se proporciona en la presente invenclén, un
paciente soportard una respuesta inmune que Incluye
respuestas tipo Th1 y Th2.

Dentro de las modalidades de la presente invencién, la
composiclén Inmunogénica comprende ademas otro
adyuvante, por ejemplo uno que Induce una respuesta
inmune predominantemente del tipo Th1. Los adyuvantes
que inducen TH-1 pueden ser seleccionados del grupo de
adyuvantes que comprenden: adyuvante derivado de

lipopolisacaridos tal como lipopolisacarido enterobacteriano
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(LPS), ED-MPL, colesterol y oligonucleétido CpG o una
mezcla de dos o mas de dichos adyuvantes. Los
adyuvantes para generar una respuesta predominante tipo
Th1, pueden incluir, por ejemplo, una combinacién del lipldo
A de monofosforilo, por ejemplo lipido A de monofosforilo
acilado 3-de-0O-, junto con una sal de aluminlo. Los
adyuvantes MPL® estan disponibles en Corixa Corporation
(Seattle, WA; ver por ejemplo, las Patentes
Norteamericanas Nos: 4,436,727; 4,877,611; 4,866,034 vy
4,912,004).

En una modalidad, la composicién inmunogénica de
acuerdo con la presente Invenclén comprende ademas un
oligonucléotido CpG inmunoestimulador.

Los oligonucledtidos que contilenen CpG (en donde el
dinucleétido CpG estd no metllado también inducen una
respuesta predominantemente Th1. Dichos oligonucleétidos
son blen conocidos y se describen en las publicaciones WO
96/02555, WO 98/33488 y Patentes Norteamericanas Nos.
6,008,200 y 5,856,462. También se describen secuenclas
de ADN de inmunoestimulacién, por ejemplo ver Ila
publicacion de Sato y asoclados., Sclence 273:352, 1996.

Los CpG's son bien conocidos en la técnica como
adyuvantes cuando se administran a través de rutas tanto
sistémicas como mucosas (publicacién WO086/02555,

Patente No. EP 468520, Davis y asociados., J. Immunol,

lr|



10

15

20

25

57

1988, 160(2):870-876; McCluskle y Davls, J.Immunol., 1998,
161(9):4483-6). CpG es una abreviatura de motivos de
dinucledétidos de citoslna-guanosina que se encuentran en el
ADN. Histéricamente se observé que la fraccién de ADN de
BCG podria ejercer un efecto antl-tumor. _En estudios
adicionailes, los oligonucleétidos sintéticos derivados de las
secuencias de gen BCG se mostraron como capaces de
inducir efectos inmunoestimuladores (tanto in vitro como In
vivo). Los autores de estos estudios concluyeron que
clertas secuencias palindrémicas, incluyendo un motivo CG
central, llevan esta actividad. EI| papel central del motivo
CG en la inmunoestimulacién, fue explicado posteriormente
en una publicacién de Krieg, Nature 374, p546, 1985. EI
andlisis detallado ha demostrado que el motivo CG tiene
que estar dentro de cierto contexto de secuencia, y que
dichas secuenclas son comunes en ADN bacterlano pero son
raras en ADN de vertebrados. La secuencia
inmunoestimuladora con frecuencia es: Purlna, Purina, C,
G, pirimidilna, pirimidina; en donde el motivo CG de
dinucledtido no esta metilado, aunque otras secuencias CpG
no metiladas son conocidas por ser inmunoestimuladores y
pueden ser utilizadas en la presente invencioén.

En cliertas combinaciones de los sels nucledtidos se
encuentra una secuenclia palindrébmica. Varlos de estos

motivos, ya sea en la forma de repeticiones de un motivo o
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una combinacién de diferentes motivos, se puede encontrar
en el mismo oligonucledtido. La presencia de uno o mas de
estas secuencias inmunoestimuladoras que contienen
oligonucleétidos, puede activar varios subgrupos inmune,
incluyendo células exterminadoras naturales (que producen
interferbn y y tienen actividad citdlica) y macréofagos
(Wooldridge y asoclados Vol 88 (no. 8), 1977). Aunque
otras secuencias que contienen CpG no metllado no tienen
esta socuencia de consenso, ahora han demostrado ser
inmunomoduladores.

Los ollgonucleétidos para utilizarse de acuerdo con la
presente invencién, pueden contener dos o0 mas motivos
CpG de dinucleétidos separados, por lo menos tres, al
menos sels o mas nucledétidos. Los oligonucleétidos de la
presente invenclén, pueden ser desoxlnucleétidos. En una
modalidad, el internucleétido en el oligonucleétido es
fosforoditioato, o un enlace de fosforotioato, aunque el
fosfodiéster y otros enlaces de internucledtidos estén
dentro del alcance de la presente invencién, Incluyendo
oligonucledtidos con ligaduras de Internucledtidos
mezcladas. Los métodos para producir oligonucleétidos de
fésforo ticato o foésforo ditloato se describen en las
Patentes Norteamericanas Nos. 5,666,153, 5,278,302 y la
publicacién W0O95/26204.

Los ejemplos de oligonucledtidos tienen las sigulientes

foz
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secuencias. Las secuencias pueden contener ligaduras de
internucledtidos modificadas por fosforotioato.

OLIGO 1(SEQ ID NO:3): TCC ATG ACG TTC CTG ACG
TT (CpG 18286)

OLIGO 2(SEQ ID NO:4): TCT CCC AGC GTG CGC CAT
(CpG 1758)

OLIGO 3(SEQ ID NO:5): ACC GAT GAC GTC GCC GGT
GAC GGC ACC ACG

OLIGO 4(SEQ ID NO:6): TCG TCG TTT TGT CGT TTT
GTC GTT (CpG 2006 tamblén conocido como CpG 79089)

OLIGO 5(SEQ ID NO:7). TCC ATG ACG TTC CTG ATG
CT (CpG 1668)

Los oligonucledtidos CpG alternativos pueden
comprender |a secuencia anterior, ya que tienen
ellminaciones y adiciones irreleavantes en la misma.

Los oligonucledtidos CpG utilizados en la presente
invencién pueden ser sintetlzados a través de cualquier
método conocldo en la técnica (por eJemplo patente EP
468520). En forma conveniente, los oligonucledtidos
pueden ser sintetizados  utilizando un sintetizador
automatico.

Los oligonucleétidos wutilizados en la presente
invencién pueden ser desoxinucledtidos. En una modalidad
el enlace de Internucleétido el oligonucleétido es

fosforodlitioato, o enlace de fosforoditloato, aunque Ilos
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fosfodidsteres estan dentro del alcance de la presente
invencién. El oligonucleétido que comprende diferentes
ligaduras de internucledétido esta contemplado, por ejemplo,
fosforotioato, fosforodlésteres. Se pueden utilizar otros
enlaces de internucledtidos que estabilizan el
ollgonucledétido.

CpG cuando se formula en vacunas, generalmente se
administra en una soluclén llbre junto con el antigeno libre
(publicacién WO 96/02555; McCiuskie y Davis, supra) o se
conjuga en forma covalente a un antigeno (Publicaclén PCT
No. WO 98/16247), o se formula con un vehlculo tal como
hidréxido de aluminio (antigeno de superficle de hepatitis)
Davis y asociados, supra; Brazolot-Mlllan y asociados.,
Proc. Natl. Acad. Sci., EUA, 1998, 95(26), 156553-8).

Una formulacién mejorada puede comprender Ia
combinaclién de oligonucléotido que contiene CpG con un
derivado de saponina, particularmente la combinacién de
CpG y QS21 tal como se descrilbe en la publicacién
wO00/09158 y en |a publicacion WO000/862800. Dicha
formulacién puede comprender ademas una emulsion de
acelte en agua y tocoferol. Por consiguiente, en una
modalidad, aan adicional la composicién inmunogénica de la
presente invenclén comprende una combinacién de un
oligonucledtido CpG y una saponina, por ejemplo QS21,

formulada opcionalmente en una emulsién de acelte en

[of



10

15

20

25

61

agua. La formulacidén puede comprender ademéas de manera
opcional el adyuvante ED-MPL®. QS-21 puede
proporcionarse en su composiciéon menos reactogénica
cuando se extingue con colesterol, tal como se describe en
la publicacién WO 96/33739.

En otra modalidad, la composiclén inmunogénica de la
presente Invenclén comprende ademas un adyuvante
derivado de lipopolisacarido enterobacteriano por ejemplo
lipildo A de monofosforilo, por ejemplo lipido A de
monofosforilo acilado 3-de-0O-.

Se ha sabido durante mucho tiempo que el
lipopolisacérido enterobacteriano (LPS) es un potente
estimulador del sistema Inmune aunque 8su uso0 en
adyuvantes ha sido restringido por sus efectos téxicos. Un
derivado no téxico de LPS, lilpido A de monofosforilo (MPL),
producido mediante la eliminacién del grupo de carbohidrato
del ndcleo y el fosfato de |la glucosamina con término de
reduccidon, ha sido descrito por Rlibl y asociados (1986,
Immunoloy and Immunopharmacology of bacterial
endotoxins, Plenum Publ. Corp. NY, p407-419) y tlene Ia

sigulente estructura:
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Una versién destoxificada adicional de MPL, resuita de
la elimlnacién de la cadena de acilo de la posicién-3 del
esqueleto de disacéarido, y se denomina lipldo A de
monofosforilo Desacllado-0-3 (3D-MPL). Se puede purificar
y preparar a través de los métodos considerados en la
Patente GB 2122204B, cuya referencla también describe la
preparacién del lipido A de difosforilo, y variantes
desaciladas 3- O de los mismos. 3D-MPL puede estar en la
forma de una emulsién que tiene un tamafio de particula
pequefio menor a 0.2 uym de diametro, y su método de
fabricacién se describe en la publicaclén WO94/21282. En
la publicacién No. WO98/43670A2 se describen
formulaciones acuosas que comprenden el lipido A de
monofosforilo y un tensioactivo.

Los adyuvantes derivados de lipopolisacarido

bacteriano que seran formulados en las combinaciones de
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adyuvante de la prasente invencldn, pueden ser purificados
y procesados de fuentes bacterlanas, o como alternativa
pueden ser sintéticos. Por ejemplo, el Ilpido A de
monofosforilo se describe en la publicaciéon de RIbi y
asociados 1986 (supra), y monofosforllo Desacilado-3-O- y
el lipldo A de difosforilo derivado de la especie Salmonelia
sp. se describe en la patente GB 2220211 y en la Patente
Norteamericana No. 4912094. Otros lipopolisacaridos
sintéticos y purificados han sido descritos (publicacién WO
98/01139; Patente Norteamericana NO. 6,005,099 y la
Patente EP 0 728473 B1; Hilgers y asociados., 18886, Int.
Arch.Allergy.Immunol., 79(4):392-8; Hilgers y asoclados.,
1987, Immunology, 60(1):141-6; y patente EP 0 548 074
B1). Los adyuvantes de Ilipopolisacarido bacterianos
pueden incluir 3D-MPL y los disacaridos de glucosamina
B(1-6) descritos en Ila Patente Norteamericana No.
8,005,099 y patente EP 0 729 473 B1.

Por consigulenta, los derivados LPS que se puaden
utilizar en la presente invencién son aquellos
inmunoestimulantes que son similares en la estructura a la
de LPS 6 MPL 6 3D-MPL. En otro aspecto de la presente
Invencién, los derivados de LPS pueden ser un
monosacarido acilado, el cual es una sub-porcién de Ia
estructura anterior de MPL.

Un ejemplo de un adyuvante de disacarido es un lipido

[oz
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A purificado o sintético de |la siguiente férmulia:

en donde R2 puede ser H 6 PO3H2; R3 puede ser una
cadena de acilo o p-hidroximiristoilo o un residuo de 3-

aciloxlacilo que tlene la férmula:

§g-

s

ondondol‘--!-ﬂh\r-ﬂh

y en donde X y Y tienen un valor de desde 0 hasta
aproximadamente 20.

Las combinaciones de 3D-MPL y adyuvantes de
saponina derlvados de la corteza de Qulllaja Saponaria

molina han sido descritas en la Patente EP 0 761 231B. La
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publicacién WO 95/17210 describe una emulslén adyuvante
con base en escualeno, a-tocoferol y monooleato de
sorbitano de polloxietileno (TWEENS80), formulado con el
inmunoestimulador QS21 opcionalmente con 3D-MPL.

De acuerdo con otra modalidad, la composicion
inmunogénica de acuerdo con la presente invencion
comprende (1) un antigeno o fragmento inmunogénico del
mismo y (2) una combinacién de saponina, por ejJemplo
QS21, por ejemplo en su forma extingulda con colesterol,
con uno o mas de los siguientes adyuvantes. seleccionados
de la lista que comprende por ejemplo un oligonucleétido
inmunoestimulador CpG, 3D-MPL, y una emulsién de aceite
en agua.

En una modalidad, la composiclén inmunogénica
incluye la comblinacién de un lfpido A de monofosforilo para
el adyuvante de saponina tal como el adyuvante 3D-MPL
con QS21, tal como se descrlbe en la publicacion
W094/00153, o una composiciébn menos reactogénica en
donde Q821 se extingue con colesterol, tal como se
describe en la publicacion WO086/33739. Otras
formulaciones pueden comprender una emulsién de aceite
en agua y tocoferol ademéas de QS21. Otra formulacién que
emplea una formulacién de QS21, adyuvante 3D-MPL® y
tocoferol en una emulsién de aceite en agua se describe en

la publicacién WO085/17210. Por consiguiente, Ila
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composiciéon inmunogénica de acuerdo con la presente
invencién, comprende un antigeno, por ejemplo un antigeno
asociado con tumor, un adyuvante de saponina, por ejemplo
QS-21, Junto con adyuvante 3D-MPL®, que comprende
opcionalmente una emulsién de aceite en agua y tocoferol
ademas de QS-21. Por ejemplo QS21 se extingue con
colesterol.

Otra formulacién comprende la combinacién de un
oligonucleétido que contiene CpG con el derivado de
saponina, por ejemplo la combinaclén de CpG y QS21 tal
como se describe en la publicacién WO00/09159 y en la
publicacién WO000/62800. Dicha formulacién puede
comprender ademas una emulsién de aceite en agua y
tocoferol. Por consiguiente, adn en otra modalidad
adiclonal la composicién inmunogénica de la presente
invenclén comprende una comblinaciéon de una saponina, por
ejemplo QS21 y un oligonucleétido CpG, formulado
opcionalmente en una emulsién de aceite en agua. La
formulaclén puede comprender ademas opcionalmente un
adyuvante 3D-MPL®. QS-21 puede proporclonarse en su
composicién menos reactogénica, en donde se extingue con
colesterol, tal como se describe en Ila publicacién
wW096/33739.

Como alternativa el adyuvante de saponina dentro de

la composicién Inmunogénica de acuerdo con la presente
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invenclén, puede combinarse con vehiculos de vacuna
compuestos de quitosan u otros polimeros policatlénicos,
particulas de polllactido y polilactido-co-glucélido, matriz de
polimero a base de glucosamina de poli-N-acetllo,
particulas compuestas de polisacarildos o polisacaridos
quimicamente modificados, liposomas y particulas a base de
lipidos, particulas compuestas de monoésteres a base de
glicerol, etc. Las saponinas también se pueden formular en
la presencia de colesterol para formar estructuras de
particulado tales como liposomas o ISCOMs. Ademas, las
saponinas pueden formarse Junto con un éter o éster de
polioxietileno, ya sea en una soluclén o suspensién no
particulada, o en una estructura particulada tal como
liposoma paucilamelar 1SCOM. Las saponinas tamblén
pueden ser formuladas con excipientes tales como
Carbopol® para incrementar la viscosldad, o pueden ser
formuladas en una forma de polvo seco con un excipiente en
polvo tal como lactosa.

Las composiciones de vacunas y composiclones
inmunogénicas pueden presentarse en contenedores por
dosis de unidad o dosis miltiples, tales como ampolletas o
frascos sellados, dichos contenedores pueden estar
herméticamente sellados para conservar la esterilidad de la
formulacién hasta su uso. En general, las formulaciones

pueden almacenarse en |la forma de suspensiones,
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soluciones o emulsiones en vehliculos aceitosos o acuosos.
Como alternativa, una composliciébn de vacuna o
composiclén Inmunogénica puede almacenarse en una
condicién seca por congelacion que requlere dnicamente la
adicion de un vehiculo o liquido estérll inmediatamente
antes de utilizarse.

Cualquiera de una variedad de vehiculos de sumlinistro
pueden ser empleados dentro de Ilas composiciones
inmunogénicas y vacunas para facilitar la produccién de una
respuesta inmune especifica de antigenos que se dirige a
las células de tumor. De acuerdo con una modalidad de la
presente Invencién, la composicion inmunogénica aqul
descrita se sumlinistra a un huésped a través de células que
presentan antigenos (APCs), tal como células dendriticas,
macréfagos, células B, monocitos y otras células que
pueden ser construildas para ser APCs eoficlente. Las
células APCs pueden, pero no necesitan, ser modificadas
genéticamente para Iincrementar Ila capacidad para
presentar el antigeno para mejorar la activaciéon yl/o
mantener la respuesta de célula T para tener efectos anti-
tumor por sl mismos y/o para ser Inmunolégicamente
compatibles con el receptor (por ejemplo, haplotipo HLA
cotejado). Los APCs pueden ser alslados generalmente de
cualqulera de una variedad de fluidos y érganos bioldgicos,

incluyendo tejidos de tumor y peri-tumorales, y pueden ser
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células autdlogas, halogenéicas, singenelcas o
xenogenelicas.

Ciertas modalidades de la presente Invencién, utilizan
células dendriticas o progenitorAs de los mismos en la
forma de células que presentan antigenos. Las células
dendriticas son APCs altamente potentes (Banchereau J. &
Stelnman R.M. Nature, 1988, 392:245-251) y han mostrado
ser efectivas como un adyuvante fisioldégico para generar
inmunidad antitumor profilactica o terapéutica (ver Ila
publicacién de Timmerman J.M. y Levy R., Ann. Rev. Mead.
1999, 50:507-529). En general, las células dendriticas
pueden ser identificadas con base en su forma tlplca
(estrellado in situ, con procesos citoplasmicos marcados
(dendritos) visibles in vitro), su capacidad para tomarse,
proceso y presentacién de antigenos con alta eficiencla y
su capacidad para actlvarse respuesta de células T nalve.
Por supuesto las células dendriticas pueden construirse
para expresar receptores de superficie de célula especifica
o ligandos que no se encuentran comdinmente en células
dendriticas In vivo o ex vivo, y dichas células dendriticas
modificadas estan contempladas en la presente invencion,.
Como una alternativa para las células dendriticas, las
células dendriticas cargadas con antigeno de vesiculas
segregadas (denominadas exosomas) se pueden utilizar

dentro de una vacuna (ver la publicacléon de Zitvogel L. y
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asociados., Nature Med., 19898, 4:584-600). Por
consiguiente, se proporciona una formulacién
inmunoestimulante, por ejemplo una vacuna que comprende
una cantidad efectiva de células dendriticas o células que
presentan antigenos, modificados por carga in vitro con un
polipéptido tal como se describe en la presente invencién y
un vehiculo farmacéuticamente efectivo.

Las células y progenitores dendriticos pueden
obtenerse de sangre periférica, médula désea, células de
infiltracién en tumores, células de Infiltracién en te]ldos
peritumorales, nodos linfaticos, bazo, piel, sangre de
cordédn umbilical o cualquier otro fluldo adecuado. Por
eJemplo, las células dendriticas pueden diferenciarse ex
vivo agregando una combinaclén de citocinas tales como
GM-CSF, IL-4, IL-13 y/o TNFa a cultivos de mocitos
recolectados de sangre periferica. Como alternativa, las
células positivas CD34 de sangre periférica, sangre de
corddn umbilical o médula 6sea pueden ser diferencladas en
células dendriticas agregando al medlo de cultivo
combinaciones de GM-CSF, I|L-3, TNFa, ligando CD40,
lipopolisacaridos LPS, ligando fit3 y/o otros compuestos que
inducen la diferenciacién, maduracién y proliferacién de
células dendriticas. Las células dendriticas se categorizar
en forma conveniente como c¢élulas "inmaduras” y “maduras”

lo cual permite una simple forma para discriminar entre dos
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fenotipos bien caracterizados. Sin embargo, esta
nomanclatura no debe ser construida para excluir todas las
posibles etapas intermedias de diferenciacién. Las células
dendriticas Inmaduras estan caracterizadas como APC con
una alta capacidad para captacion de antigenos vy
procesamiento, que se correlaciona con |la alta expresién
del receptor Fcy y el receptor de manosa. EIl fenotipo
maduro normalmente estd caracterizado por una menor
expresién de estos marcadores, aunque una alta expresién
de moléculas de superficie celular responsables de la
activacién de célula T, tal como MHC clase | y clase IlI,
moléculas de adhesién (por eJemplo, CD54 y CD11) vy
moléculas co-estimuladoras (por ejemplo, CD40, CD80,
CD88 y 4-1BB).

Los APCs generalmente pueden ser transfectados con
un polinucledétido que codifica la proteina de tumor (por
ejemplo, MAGE-3, Her2/neu, o derivados del mismo) de
modo que el polipéptido de tumor, o wuna porcion
inmunogénica del mismo se exprese en la superficie celular.
Dicha transfeccién puede tener Ilugar eaex vivo, Yy
posterlormente se puede utllizar una composicién o vacuna
que comprende dichas células transfectadas para propésitos
terapéuticos, tal como se describe en la presente invencién.
Como alternativa, se puede administrar a un paciente un

vehiculo de suministro de genes que dirige una célula
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dendritica u otra célula que presenta antigenos, dando
como resultado la transfecclén que ocurre In vivo. La
transfeccién in vivo y ex vivo de células dendriticas, por
ejemplo, generalmente se pueden llevar a cabo utilizando
cualesquiera método conocldos en la técnica tales como los
que se describen en la publicaciéon WO 97/244447, o el
método de pistola genética descrito por Mahvi D. M. y
asoclados., Immunology and Cell Biology, 1997, 75:456-480.
La carga de antigenos de céiuias dendriticas se puede
iograr Incubando células dendriticas o células progenitoras
con el polipéptido de tumor, ADN (descublerto dentro de un
vector de plasmido) o ARN; o con bacterias o virus
recombinantes que expresan antigenos (por ejemplo o
vacunas, virus de aves de corral, adenovirus o vectores de
lentivirus).

Otros sistemas de sumlinistro adecuados Iincluyen
microesferas en donde el material antigénico se Incorpora
en, o se conjuga con polimeros/microesferas biodegradables
de modo que el materlal antigénico puede ser mezclado con
un vehlculo farmaceéutico adecuado y puede ser utilizado en
la forma de una vacuna. E| término "microesferas” se
emplea generalmente para describir particulas cololdales
que son sustancialmente esféricas y tienen un diémetro
dentro del rango de 10 nm a 2 mm. Las microesferas

elaboradas de un rango muy amplio de polimero naturales y
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sintéticos han encontrado uso en una varledad de
aplicaciones biomédicas. Este sistema de suministro es
especialmente conveniente para proteinas que tienen vidas
medias cortas In vivo, que requleren maltiples tratamientos
para proporcionar eflcacla, o que son inestables en fluidos
biolégicos o no son completamente absorbidos del tracto
gastrointestinal debido a SuUs pesos moleculares
relativamente altos. Varios polimeros han sido descritos
como una matriz para [a Iiberacién de proteina. Los
polimeros adecuados incluyen gelatina, colageno, alginatos,
dextrano. Los sistemas de suministro pueden incluir
poli{DL-4cido lactico) blodegradable (PLA), poli(lactido-co-
glucélido) (PLG), poli(dcido glucélico) (PGA), poli(se-
caprolactona) (PCL), y copolimeros poli(dcido DL-lactico-co-
glucdlico) (PLGA). Otros sistemas pueden incluir hidrogeles
heterogéneos tales como multibloque de poli(éter éster) que
contiene bloques de repeticibn con base en poli-
(etilénglicol) hidrofilico (PEG) y poli(butileno tereftalato)
hidrofébico (PBT), o poli(etiqueno glicol)-tereftalato/poli(-
butileno tereftalato) (PEGT/PBT) (Sohler y asociados., Eur,.
J. Pharm and Blopharm, 2003, 55, 221-228). Los sistemas
que pueden proporcionar liberacién sostenida durante 1 a 3
meses son PLGA, PLA y PEGT/PBT.

El régimen de tratamiento se variara de manera

significativa dependiendo del tamafio y especie del paciente
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respectivo, la cantidad de vacuna de 4&cido nucléico y/o
composiciébn de proteina admlinistrada, 1Ia ruta de
administracién, la potencia y dosis de cualesqulera de los
compuestos adyuvantes utillzados y otros factores que
podran ser apreclados por los expertos en la técnica.

La presente invencién se describird en forma adicional
haciendo referencia a los siguientes ejemplos no limitativos:

Ejemplo |

Preparacién de vacuna utilizando composiciones
inmunogénicas basadas en QS-21.

I.1.- Preparacién inmunogénica que contiene QS21 y 3
de Ilpido A de monofosforilo acilado-O- (3D-MPL) en una
emulsién de acelte en agua (formulacléon AS02):

Este sistema de adyuvante AS02, ha sido descrito
previamente en la publicacién WO85/17210.

3D-MPL: es un Inmunoestimulante derivado de
llpopolisacérido (LPS) de Ila Dbacteria Gram-negativa
Salmoneilla minnesota. MPL ha sido desacilado y carece de
un ‘grupo de fosfato en la porcién de IIpido A. Este
tratamiento quimico reduce en forma dramatica la toxicidad
y al mismo tiempo conserva las propiedades
inmunoestimulantes (Ribi, 19886). Ribi Inmunochemistry
produce y suministra MPL a SB-Blologicals.

QS821: es una molécula de saponina natural extraida

de la corteza del éarbol de Molina saponaria Qulllaja de
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América del Sur. Una técnica de purificaclén desarrollada
para separar las saponinas individuales de los extractos
crudos de la corteza, permitié el aislamiento de la saponina
particular, QS21, la cual es un glucdsido de triterpeno que
demuestra actividad adyuvante mas fuerte y menor toxicidad
en comparacién con el componente de origen. QS21 ha
demostrado actlvar los CTLs restringldos por MHC clase |
para diversas sub-unidades Ags, asl como para estimular la
proliferacién linfocitica especifica de Ag (Kensil, 1992).
Aquila (formalmente Cambridge Biotech Corporation)
produce y suministra QS21 a SB-Blologicals.

La emulglén de acelte/agua esta compuesta de una
fase orgéanica elaborada de 2 aceites (un tocoferol y un
escualeno), y una fase acuosa de PBS que contiene Tween
80 como el emulsificante. La emulsién comprendid
escualeno al 5%, tocoferol al 5%, Tween 80 al 0.4% y tuvo
un tamafio particula promedio de 180 nm y es conocido
como SB62 (ver publicacion W0O985/17210).

Preparacidon de emulisién SB62 (concentrado de 2
dobleces):

Se disolvid Tween 80 en soluclén sallna regulada por

fosfato (PBS) para proporcionar una soluciéon al 2% en el
PBS. Para proporcionar 100ml de emulsién de concentrado
de 2 dobleces 5g de tocoferol alfa DL y 5ml de escualeno se

vortizaron para mezclarse profundamente. Se agregd una
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solucién de 90ml de PBS/Tween y se mezclé profundamente.
La emulsién resultante se pasd posterlormente a través de
una jeringa y finalmente se micro-fluidizé utilizando una
méquina de microfluidos M1108S. Las gotas de acaeaite
resultantes tlenen un tamafio de aproximadamente 180 nm.

Formulaciones:

Se llevé a cabo una formulacioén tiplca que contiene
3D-MPL y QS21 en una emulsioéon de aceite/agua tal como se
indica a continuacién. Se diluyeron 20ug - 25ug C-LytA P2-
P501S en un concentrado de 10 dobleces de PBS con pH
6.8 y H20, antes de la adicidn consecutiva de SB682 (50ul),
MPL, (20uxg), QS21 (20u4g), comprendiendo opcionaimente
los oilgonucleétidos CpG (100xg) v 1ug/ml de tiomersal
como conservador. La cantildad de cada componente puede
variar segun sea necesario. Todas las incubaciones 8e
llevaron a cabo a una temperatura ambiente con agitacién.

1.2.- Preparacién inmunogénica que contiene QS21 y
CpG en una formulacién liposomal (adyuvante AS15):

Este sistema de adyuvante AS15 se ha descrito
previamente en la publicacién WO00/62800.

AS15 es una combinacién novedosa de los dos
sistemas de adyuvante, AS01B y ASO7A. ASO01B esta
compuesto de liposomas que contienen 3D-MPL y Q821 y
ASO7A estan compuestos de CpG 7909 (también conocldo

como CpG 2006) en solucién salina reguiada por fosfato.
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QS-21 es tal como se describlé anteriormente.

CpG: CpG ODN 7809 es un oligodesoxi-nucledtido de
fosforotloato de una solo hebra sintétlco (ODN) de 24 bases
de longitud. 8Su secuencia base, I|a cual es b'-
TCGTCGTTTTG-TCGTTTTGTCGTT-3', ha sido optimizada
para estimulacién del sistema inmune humano. El ADN CpG
u ODN sintético que contiene motivos CpG, son conocidos
por activar células dendriticas, monocltos y macréfagos que
segregan citosinas tipo-TH1 y por inducir respuestas de
célula T TH1 incluyendo la generacién de células T
citoliticas, estimular células NK que segregan IFNg e
Incrementar su actlvidad litica, también activan células B
para proliferacién (Krieg A y asociados 1995 Nature 374:
546, Chu R y asociados 19987 J. Exp. Med. 186: 1623). CpG
7909 no es antisentido para cualquier secuencia conocida
del genoma humano. CpG 7909 es un adyuvante propietario
desarrollado por y producido a nombre de Coley
Pharmaceutical Group, Inc. MA, US.

Eormulaciones con CpG:

Las formulaclones se llevaron a cabo los dlas de las
inyecciones. El volumen de Inyeccién de un ratén fue 50 6
100u41. Una formulaclén tipica que contiene CpG, 3D-MPL vy
QS21 en liposomas se llevdo a cabo tal como se indica a
continuacién: se diluyd 20ug-25ug de antigeno con H;0 y
PBS, pH 7.4 para isotonicldad. Después de 5 minutos, se
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mezclé QS21 (0.5 pg) con llposoma en una proporclén de
peso QS21/colesterol de 1/5 (referldo como DQ) y se agregé
a la formulaclén. 30 minutos después, se agregaron 10ug de
CpG (ODN2006) 30 minutos antes de la adicién de 1ug/ml
de tiomersal como conservador. Todas las incubaciones se
llevaron a cabo a temperatura ambiente con agitacién.

Ejemplo i

Efecto de mIiL 18 en combinacién con vacuna de
proteinaD-E7 HPV18 adyuvantada con AS02 en el modelo
terapéutico TC1 en ratones E7-Tg y en ratones sin E7-Tg:

11.1.- Diseiflo experimental.

7 grupos de 5 ratones hembra E7 Tg (C. Ledent y
asocilados PNAS (EUA) 1990, 87; 8176-6180) 6 C57BI1/6 sin
Tg (Iffa Credo) recibieron un estimulo de tumor de células
TC1 10e6 (SC) en 200u1 el dia 0.

Ratones transgénicos u xpresan roteina 7
HPV16:

La cepa de ratén transgénico ha sido generada por
M. Parmentier y C. Ledent at the IRIBHN (ULB). (Ref: PNAS
(EUA) 19980, 87; 6176-6180). Ya que Ilos ratones
transgénicos viven con el gen E7 HPV16 desde el
nacimiento, son considerados como "tolerantes” para este
gen: E7 de HPV16, en esta situacién se considera como un
“auto antigeno”. La expresién del transgén es conducida por

el promotor de tiroglobulina. Ya que la tiroglobulina se
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expresa en forma constitutiva anicamente en la tiroldes, E7
se expresa en la tiroldes. Como consecuencia de esta
expresldén, proliferan las células de tiroildes, los ratones
desarrollan bocio y nddulos que después de seis meses a
un afio pueden evolucionar en cancer invasivo.

Linea de célula de tumor TC1:

Las células eplteliales de pulmén primario de ratones
C57BL/6 fueron inmortalizadas mediante HPV 16 E6 y E7 y
posteriormente fueron transformadas con un oncogén ras
activado, produciendo una linea celular tumorigena que
expresa E6 y E7 (Lin KY y asoclados, 1995). La expresion
de E7 ha sido verifilcada mediante analisis FACS de células
TC1 fllas y permeabillzadas utillzando el Mab anti-HPV 186
E7 de ratén (Triton Corp. Alameda, CA)

Vacunas: Con 5ug de PD1/3E7 (lote PDET 02/025)
preparado tal como se descrlbe en Ila publicaciéon
w089/10375, adyuvantado en el QS21 que contiene el
adyuvante AS02B (1/5° de una dosis humana (MPL20ug/
Qs21 20pg/ SB62 50ul) se administrd6 en forma
Intramuscular (IM) los dlas 7 y 14.

IL18-mIL-18 de mirido (lote _SB-528775 lot MJG-
288800-176 en 1 mg/ml) se administr6 §S. C. En 100yl
diariamente durante tres semanas (comenzando en el dia
7).

11.2. Crecimiento de tumor /n vivo:

23
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Las células TC1 que crecen en cultlve in vitro fueran
tripsinizadas, lavadas dos veces en medlo libre de suero y
se inyectaron S. C. en el flanco deracho de los ratones.

Para evaluar el tratamlento de (o8 tumores
establecldos, se inyectaron células TC1 en dosis de 1 x
1088 células/ratén. Una y dos semanas despi.lés de la
inyeccién de células de tumor, los ratones fueron vacunados
IM con 5ug en 10041 de His protD 1/3 E7 preparado tal como
se describe en Ia publicacién WO98/10375 y adyuvantado
en el QS-21 que contiene el adyuvante AS02 6 con PBS
solo. Se utilizaron 5 ratones en cada grupo.

Grupos de ratones

- gri: PBS

- gr2: PDE7 AS02B

- gr3: PDE7 AS02B + 100ug miIL-18

- gr4: PDE7 ASO02B + 1 yg miL-18

- gr5: PDE7 AS02B + 0.1ug miL-18

- gr6: 1ug miL18

- gr7: 0.1 yg miL18

Los ratones fueron monitoreados dos veces a Ia
semana para crecimiento de tumor /n vivo durante §
semanas (hasta el dla 35). Se anailizé la serologia (lg tot e
isotipos) en el dia 35. La masa/grupo de tumor promedlio
(expresada en mm2 por cada grupo de 5 animales) se

muestra en la figura 2 (ratones de control siln Tg) y en la
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figura 3 (ratones E7 Tg). La figura 2A muestra los

resultados obtenidos con 1ug de IL-18 y la figura 2B
muestra los resultados obtenidos con 100yg de IL-18. La
figura 3A muestra los resultados obtenidos con 1y4g de IL-18
y la flgura 3B muestra los resuiltados obtenidos con 100ug
de IL-18.

La tabla 1 que se encuentra a contlnuaclén, resume el
porcentaje de ratones que rechazaron completamente su
la vacuna en combinacién o sin

IL-18 y

tumor al momento de

inyecciones repetidas de tamblén muestra

claramente el beneficlo de combinar la vacuna y una alta

dosls de IL18.

Jabla 1
I(-'.-Erupo de ratones % de regresion completa] % de regresion compieta
ratones de control ratéon E7Tg

PBS 0 0
PDE7 + AS02B 20 0
|PDE7 + AS02B 0.109g IL18 20 0
{PDE7 + AS02B 100g IL18 0 0
|PDE7 + AS02B 1000g IL18 100 100

0 [\

0 0

20 0

11.3. Conclusién

Los datos obtenidos en este experimento demuestran

que:

- Existe un claro beneficio en la combinaciéon de IL-18
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con la vacuna E7 adyuvantada con QS21 que contiene
AS02B en regresion de tumor tanto en ratones de control no
transgénicos asl como en ratones E7Tg.

- Los unicos grupos de ratones que permanecieron
libres de tumor después del estimulo, son los que raclbieron
tanto la vacuna como el IL 18.

- EIl beneficio de la combinacién también depende de
la dosis.

I1.4. Serologlia-lecturas inmunoldgicas.

La respuesta de anticuerpos y el perfil isotipico (en
suero reunido) se midieron mediante Elisa utllizando
PD1/3E7-16 (02/025) en la forma de un antigeno de
recubrimiento tal como se describe a continuacion.

Se tomaron sueros indlviduales al mismo tiempo que
se tomaron los oérganos y se presentaron para ELISAs
indirectos. Se utilizaron 2ug/ml de protelna E7 purificada en
la forma de antigeno recubierto. Después de la saturacion
en PBS 0.1% Tween 20 0.1% BSA 1 hora a 37°C, los sueros
se diluyeron en serle (comenzando en 1/100) en el
regulador de saturaclén y se incubaron 90 minutos a una
temperatura de 37°C. Después de lavar en PBS Tween 20
0.1%, se utllizé Ig anti ratén de becerro biotinilado
(1/5000) o anti sueros de subclase Ig anti raton de becerro
(total 1gG, 1gG1, 1gG2a, I1gG2b) (1/5000) como segundos

anticuerpos, después de Incubacién durante 80 minutos a
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una temperatura de 37°C, se agregd estreptavidina
acoplada a peroxidasa y se utllizé6 TMB (tetra-metilo-
benzidina/peréxido) como el substrato. Después de 10
minutos, se detuvo la reaccién con H2S04 0.5 M y se
determinéd el O.D.450. La figura 4 muestra los resultados
obtenidos con ratones de control sin Tg, aunque la figura 5
muestra los resultados obtenidos con ratones E7Tg.

11.5 Conclusion

En ratones de control que reciben el IL-18 solo, no se
detectaron anticuerpos especificos de E7 tal como se
esperd. No se observd una diferencia importante en la
respuesta Ig total en cualquier grupo. La adicién de IL-18
tiende a mejorar el perfil isotlpico TH1 especlalmente en
dosis altas en combinacién con la vacuna.

En ratones E7Tg parece haber una relaciéon inversa
entre la dosis de IL-18 y el nivel de anticuerpos para E7. No
existe un impacto importante por la adicién de IL-18 en el
perfll Isotlpico.

11.6 Conclusién general.

e |L-18 Impacta por sl mismo el crecimiento de tumor
TC1 en una forma dependlente de la dosis;

e Hay un claro beneficio en el crecimiento de tumor
TC1 por combinar la inyecclén especlalmente cuando se
combinan aitas dosls de miIL-18 (100uxg) con vacunaclén E7

+ AS02B, en ratones tanto de control como E7Tg;
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e |L-18 afecta ligaramente la respuesta de
anticuerpos induclida por vacunacion (mejor perfil isotlpico
TH1 en ratones de control y mejores tituladores en ratones
E7Tg)

Ejemplo Il

Efecto de mIL18 en combinaclén con vacuna Her2/neu
adyuvantada con AS15 en el modelo terapéutico TC1 Her2.

111.1. Designio experimental.

Vacuna.

La vacuna Her-2/neu es ECD-PhD y comprende todo el
dominio extracelular (que comprende aminoéacido 1-845) y
una parte inmunogénica del dominio intracelular comprende
el dominio de fosforilacidn. Dicha construccion de vacuna
se describe en una publicaciéon WO00/44899 y se denomina
dHER2.

La proteina dHER2 fue co-liofllizada con CpG,
dlluyendo el antigeno en una mezcla de H,O, sacarosa y
NaHZ2PO4/K2HPO4. Después de 5 minutos, se agregd CpG
ODN 7909 para obtener un volumen final que contlene
625pg9/ml de Her2/neu, 1250 uyg/ml de CpG, 3.15% de
sacarosa y 5 mM PO4, pH 7, antes de secarse por
congelacion. E!l volumen final se liofiliz6 de acuerdo con un
ciclo de 3 dlas. Para la formulacién extemporanea, la pasta
llofilizada que contiene CpG y el antigeno fueron

suspendidos nuevamente con 625ux1 de diluyente AS01B que
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contiene 100ug/ml de MPL y DAQ.

Los animales fueron Inyectados con 50 x|l que contiene
25ug de Her2/neu, 50ug de CpG y 5 pyg de MPL y DQ.

Modelo de tumor gque expresa Her-2/neu

El modelo de tumor utlllzado en este experimento:
TC1HER2 fue generado mediante transducciodn retroviral de
las células TC1 (proporclonada por el doctor T. C. Wu
John’s Hopkins University Baltimore) con retrovirus
recombinantes que codifican Her-2/neu).

Los clones individuales han sido alislados, amplificados
y se confirmdé |la establilildad de Her-2/neu y la expreslén
MHC clase | mediante citometria de flujo.

Grupos de ratones:

4 grupos de 5 ratones CB5F1 hembra han reclibldo en
el dia 0 un estimulo sub cutdneo (SC) con 2 x 10EB de
células TC1 Her2 ¢18 seguido de vacunacién con
cualesquiera de:

- gr1: PBS

- gr2: inyeccién diarla de 100xg de miL 18 (mdrido) a
partir del dia 7 hasta el dia 27 (SC)

- g@gr3: 25ug de proteina dHER2 en AS15 los dias 7 y

14 (IM)
- gr4: la combinacién de la vacuna y el mIL18.
11.2. Crecimlento del tumor y mortalidad /n vivo:

Los resultados se muestran en la figura 6 y en |la tabla
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Tabla 2: porcentaje de ratones que permanecieron
libres de tumor, 27 dias después del estimulo con tumor

TC1HER2.

|[PBS 0%

ImiL18 20% (mortalidad: 2/5)
|[dHER2/AS15 0%

dHER2/AS15

miL18 60% (2/5 desarrolio de un tumor pequefio)

11.3. Conclusién

Una estrategia de vacunacion basada en el uso de una
protelna HER-2/neu purificada recombinante (dHER2)
formulada en un adyuvante (AS15) combinada con inyecclén
repetida de IL-18 recombinante de murido, proporciond
resultados mejorados en tumores establecldos previamente,
que expresan el antigeno HER2/neu, en comparacién con
una estrategia de vacunacién ya sea con la composicién de
vacunas o el IL-18 solo. La vacunaclén basada en el uso de
proteina dHER recombinante formulada en el adyuvante
AS15 habla mostrado previamente proteger en forma muy
eficiente a los ratones contra un estimulo con estas células
de tumor que expresan el antigeno HER2/neu. Esta
proteccién es especifica del antigeno HER2/neu y esta
asoclada con la induccion de memorla inmune a largo plazo.
En este modelo terapéutico mas estricto, en donde habia

tumores establecidos previamente, las vacunaclones han
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mostrado ser menos efectivas teniendo uUnicamente un
Impacto Ilimitado en el crecimiento de tumor (no hubo
ratones que rechazaran completamente los tumores en
estas condiciones). Sin embargo sorprendentemente cuando
ambos tratamientos se administraron en forma
concomitante, se observdé una sinergia y el 60% de los
ratones permanecieron completamente libres de tumor, en
tanto que el 40% dnicamente desarrollé un tumor pequefio.
En conclusidén, hay un claro beneficio en combinar miL-18 y
las vacunas tal como se mueastra en la tabla 2. Esto podria
significar que tanto la induccién de respuesta de célula T
especifica de HER2/neu a travéds de la vacuna como la
activaclén del sistema inmune mediante inyeccidn repetida
de IL-18 son cruciales para obtener la regresién del tumor.

EJemplo IV

Efecto de mIL18 en combinacién con vacuna MAGE-3
adyuvantada con ?? en el modo terapéutico Mage3 TC1.

lI1.1. Designio experimental

Vacuna.

Se ha generado un modelo de tumor que expresa el
antigeno de tumor Mageld (TC1 Mage3) mediante
modIificaclén genética de Ilas células de origen TCA1
mediante transfecclén clasica de un plasmido de ADN que
codifica Mage3 (PcADN3 Mage3). Este modelo de tumor fue

generado transfectando las células TC1 de origen
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(proporcionadas por el doctor T. C. Wu John's Hopkins
University Baltimore) con un plasmido PcADN3 que codifica
Mage3. La transfeccién ha sido llevada a cabo utillzando
lipofectamina de acuerdo con la recomendacién del
proveedor del equipo (Gibco BRL Life Technologies, cat no
18324-012).

Estas células son tumorigénas y el 100% de Ilos
ratones estimulados con 2x10e8 de células TC1 Mage3
desarrollaron un tumor.

4 grupos de 5 ratones C57BL/6 hembra reclbiran en el
dia 0 un estimulo sub cutédneo (SC) con 2x10e6 de células
TC1 Mage3 seguido de |la vacunacion con cualesqulera de

- gr1: PBS

- gr2: inyeccioén diaria de 100uyg de miIL 18 (madrido)
del dla 7 hasta el dla 27 (SC)

- gr3: 10ug de proteina Mage3 en AS15 los dias 7 y

14 (IM)

- gr4: la combinacién de vacunas y miL18.

Se evalud la capacidad de Mage3 en vacunacién AS15,
inyecclones IL18 y tratamlento combinado para inducir la
regresién de tumor. El Impacto de Ila vacunacién yl/o
tratamiento IL18 en el pardmetro Inmune, también fue

medido (linfo-proliferacién, produccién de cltosinas).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aumentar la respuesta inmune a un
antigeno en un mamlifero, en donde el método comprende
administrar al mamifero una cantidad segura y efectiva de
1) un polipéptido IL-18 6 un fragmento bioactivo o variante
del mismo, y 2) una composicién inmunogénica que
comprende un antigeno o derivado Inmunogénico del mismo
y un adyuvante de saponina.

2. Un método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el antigeno o derivado Inmunogénico
del mismo, se deriva de un organismo seleccionado del
siguiente grupo: virus de inmunodeficlencia humana VIH-1,
virus de herpes simple de humano, citomegalovirus,
rotavirus, virus de Epstein Barr, virus de varicela Zoster, de
virus de hepatitis tal como virus de hepatitis B, virus de
hepatitis A, virus de hepatitis C y virus de hepatitis E, virus
sincitial respiratorio, virus de paralnfluenza, virus de
sarampioéon, virus de paperas, virus de paplloma humano,
flavivirus o virus de influenza, de Neisseria spp., Moraxelia
spp, Bordetella spp., Mycobacterium spp., incluyendo M.
tuberculosis; Escherichla spp. incluyendo E. coli
enterotdxico; Salmonella spp,; Listeria spp.; Helicobacter
spp.; Staphylococcus spp., incluyendo 8. aureus, S.
epldermidis; Borrelia spp,; Chlamydia spp., incluyendo C.

trachomatis; C. pneumoniae; Plasmodium spp., Incluyendo

(23
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P. falciparum; Toxoplasma spp., Candida spp.

3. Un método para reducir la severidad de un céncer
en un paciente, en donde el método comprende administrar
al paciente que necesita del mismo, una cantidad segura y
efectiva de 1) un polipéptido IL-18 6 un fragmento bioactivo
o variante del mismo, y 2) una composlicién inmunogénica
que comprende un antigeno asociado con tumor o un
derivado Inmunogénico del mismo y un adyuvante de
saponina.

4. Un método de conformidad con la reivindicacién 3,
caracterizado porque el antigeno asociado con tumor o el
derivado inmunogénico del mismo es seleccionado del grupo
que comprende: un antigeno de la familla MAGE, PRAME,
BAGE, LAGE 1, LAGE 2, SAGE, HAGE, XAGE, PSA, PAP,
PSCA, prosteina, P5018, HASH2, Cripto, B728, NY-BR1.1,
P510, MUC-1, Prostase, STEAP, tirosinasa, telomerasa,
survivina, CASB616, P53, 6 Her2/neu.

5. Un método de conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 4, caracterizado porque el
polipéptido IL-18 6 el fragmento bioactivo o variante del
mismo, y la composicién inmunogénica se administran en
forma simuiltanea, por separado o en -secuencias en
cualquler orden.

8. Un método de conformidad con la reivindicacién 5,

caracterizado porque la citosina TH-1 y la composicldn
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inmunogénica se administran en forma simultinea en la
forma de una preparacién farmacéutica combinada.

7. Un método de conformidad con cualesquiera de las
relvindicaciones de |la 1 a la 6, caracterizado porque el
polipéptido IL-18 6 el fragmento bioactivo o varlante del
mismo, es de origen humano o de murido.

8. Un método de conformidad con la reivindicacién 7,
caracterizado porque IL-18 es el polipéptido de la SEQ ID
No. 8 6 de la SEQ ID No. 7 o el fragmento bloactivo o
derivado del mismo.

9. Un meétodo de conformidad con cualesqulera de las
reivindicaciones de la 1 a la 8, caracterlzado porque el
adyuvante de saponina es QS-21 6 QS-17.

10. Una preparacién combinada que comprende en la
forma de Ingredlentes actlvos los siguientes componentes
individuales: (1) polipéptido IL-18 6 fragmento bioactivo ©
variante del mismo y (2) una composicién Inmunogénica que
comprende un antigeno y un adyuvante de saponina, siendo
los ingredientes activos, para el uso simultaneo, por
separado o en secuencias para la profllaxis y/o tratamiento
de enfermedades Infecciosas, cancer, enfermedades
autoinmunes y condiciones relacionadas.

11. Una preparaclén combinada de conformidad con
la relvindicaclén 10, caracterlzada porque los componentes

(1) y (2) se mezclan en adiciones en una composicién.
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12. Una preparacién combinada de conformidad con
las reivindicaciones 10 6 11, caracterizada porque Ila

composicién inmunogénica comprende un antigeno asoclado
con tumor o un derivado inmunogénico del mismo y es
profilactica o terapéuticamente activa contra cancer.

13. Una preparacién combinada de conformlidad con
la reivindicacién 12, caracterizada porque el antigeno
asociado con tumor o derivado Inmunogénico del mismo se
selecciona 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, B726, NY-BR1.1, P510, MUC-1, Prostase, STEAP,
tirosinasa, telomerasa, survivina, CASB6168, P53, ¢
Her2/neu.

14. Una preparacién combinada de conformidad con
cualesquiera de las reivindicaciones de la 10 a la 13,
caracterizada porque el polipéptideo IL-18 6 el fragmento
bioactivo o varlante del mismo es de origen humano o de
marido.

15. Una preparacién combinada de conformidad con
la reivindicaclén 14, <caracterizada porque IL-18 es el
pollpéptido de la SEQ ID No.6 6 la SEQ ID No. 7 6 un
fragmento bioactivo o derivado del mismo.

16. Una preparacién combinada de conformidad con

cualesquiera de las relvindicaciones de la 10 a la 185,

/26
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caracterizada porque el adyuvante de saponina es QS-21 ¢
Qs-17.

17. Una preparaclén combinada de conformidad con
cualesqulera de las reivindicaciones de la 10 a la 16,
caracterizada porque la composicién Inmunogénica
comprende ademas un quimico inmunoestimulante
seleccionado de! grupo que comprende: 3D-MPL, colesterol,
oligonucleétido CpG que contiene al menos un dinucleétido
CG inmuno-estimulador, hidréxido de aluminio, fosfato de
aluminio, tocoferol y una emulsién de acelte en agua o una
combinaclén de 2 6 mas de dichos adyuvantes.

18. Una preparacién combinada de conformidad con
la reivindicacién 17, caracterizada porque el adyuvante de
la composicién inmunogénica comprende 3D-MPL, QS21,
colesterol o una emulsién de aceite en agua.

19. Una preparaciéon combinada de conformidad con
la relvindicaclén 18, caracterizada porque la emulsién de
aceite en agua comprende escualeno, tocoferol vy
monooleato de polioxietilenosorbitano (Tween 80).

20. Una preparaclén combinada de conformidad con
la reivindicacién 17, caracterizada porque la composicion
inmunogénica comprende QsS21, colesterol Y un
oligonucleétido CpG que contiene al menos un dinucledtido
CG inmuno-estimulador.

21. Una preparaciéon combinada de conformidad con

(3%
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cualesqulera de las reivindicaclones de la 10 a la 20,
caracterizada porque ambos componentes activos estin en
la forma soluciones Inyectables.

22. Un equipo farmacéutico que comprende en la
forma de ingredientes activos los siguientes componentes
individuales: (1) un polipéptide IL-18 6 un fragmento
bloactlvo del mismo y (2) una composicién Inmunogénica
que comprende un antigeno o derivado inmunogénico del
mismo y un adyuvante de saponina, siendo los Ingredientes
activos para el uso simultdneo, por separado o en
secuencias para la profilaxis y/o tratamiento de
enfermedades infecclosas, cancer y enfermedades auto
inmune.

23. Un equipo farmacéutico de conformidad con Ia
reivindicacién 22, caracterizado porque la composiclén
inmunogénica comprende un antigeno asociado con tumor o
un derilvado inmunogénico del mismo, y es profilactica o
terapéuticamente activo contra cancer.

24. Un equlpo farmacéutico de conformidad con la
reivindicacién 23, caracterizado porque el antigeno
asociado con tumor o derivado Inmunogénico del mismo as
selecclonado 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, B726, NY-BR1.1, P510, MUC-1, Prostase, STEAP,

[33
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tirosinasa, telomerasa, survivina, CASB6168, P53, o
Her2/neu.

25. Una preparacién combinada de conformidad con
cualesqulera de las reivindicaciones de la 10 a la 20, para
utlllzarse en medicina.

26. Un método de conformidad con cualesquiera de
las reivindicaciones de la 1 a la 9, caracterizado porque
comprende el uso de una preparaclén combinada de
conformidad con cualesquiera de las reivindicaciones de la
10 a la 20.

27. EI! uso de un polipéptido IL-18 6 un fragmento
bioactivo o variante del mismo en la fabricacién de wun
medicamento para profilaxis y/o tratamiento de paclentes
que padecen de o que son susceptibles a enfermedades
Infecciosas, cancaer, enfermedades autoinmunes y
condiciones relaclonadas, y que ya estan Imprimados con
una composicién Inmunogénica que comprende un antigeno
o derivado inmunogénico del mismo y un adyuvante de
saponina.

28. El uso de una composicién inmunogénica que
comprende un antigeno o derivado inmunogénico del mismo
y un adyuvante de saponina en Ila fabricacion de un
medicamento para el tratamlento de pacientes que padecen
de o que son susceptibles a enfermedades infecciosas,

cancer, enfermedades autoinmunes y condiciones
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relacionadas, y que ya estan imprimadas con un polipéptido
IL-18 6 fragmento o variante inmunogénico del mismo.

29. El uso de conformidad con las relvindicaciones 27
6 28, caracterizado porque el antigeno es un antigeno
asociado con tumor y el cancer es selecclonado del grupo
que comprende: cadncer de seno, cancer de pulmén, NSCLC,
cancer de colon, melanoma, cancer de ovario, cancer de
vejiga, carcinoma escamoso de cabeza y cuello y cédncer de
esdfago.

30. EIl uso de conformidad con las reivindicaciones de
la 27 a la 29, caracterizado porque el polipéptido IL-18 &
fragmento bioactivo o variante del mismo es de origen
humano o de murido.

31. EIl uso de conformidad con la reivindicacion 30,
caracterizado porque IL-18 es el polipéptido de la SEQ ID
No. 8 6 SEQ ID No. 7 6 el fragmento bioactivo o derivado
del mismo. ‘

32. EIl uso de conformidad con las reivindicaciones de
la 27 a la 31, caracterizado porque el adyuvante de

saponina es QS-21 6 QS8-17.

[4o
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Polipéptidos IL-18

FIG . 1 A Secuencla de polipéptido IL-18 de humano
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FIG. 1B secuencia de polipsptido IL-18 de Mrido
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FIG . 2 Crecimlento de tumor in vivo en ratones no Tg de control
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FIG. 3 Crecimiento de tumor In vivo en ratones Tg E7
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FIG . 4 Respuesta anticuerpo y perfil Isotiplco en ratones no Tg de control
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FlG. 5 Respuesta anticuerpo y perfil lsotipico en ratones Tg E7
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FIG. 6

Crecimiento del tumor In vivo en 8l modelo terapéutico TC! Her2
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