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( ANEXOS \

& Comprobante de pago de |la tasa de presentacion de la solichud.
g Documento que acredita la existencla y representacion legal cuando el solicitante sea persone juridica.

E Documento de Repressntacion Legal.

D Documento de cesion del inventor al solicitanta 0 a su causante.
[] Declaraciones.

D Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcidn, relvindicaclones, dibujos)

E Traduccion de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaclones, dibujos)
|:| Copla del examen preliminar Intemaclonal efectuado por la Autorided Intemacional de Examen
Preliminar (IPEA).
Traducclén del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

D De ser el caso, copla del contrato de acceso.

l:l De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizaclén de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

D Arte Final 12X12. .

De ser el caso, Informacion sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismeo titular o su causante, relacionados parcial o totaimente con la invencién de esta solicitud.

|:| De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

E Otros: reporte de blisqueda intemacional con su traduccin, publicacién con su traduccién, capltulo
relvindicatorio como fue originaimente presentado en fase Intemacional con su traducclén, opinién escrita
de la autoridad de bisqueda interacional con su traduccién y anexo axplicativo de modificaciones a las
relvindicaclones.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida. .

Whoe o —~—

LICTA 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 Representacién Legal, documento escrito en inglés y
en esparnol.

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

Notarizacién, documento escrito en esparfiol.

APOSTILLA '

(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 1961)
Reino Unido de la Gran Bretafia e Irfanda del Norte

1. Pais: Reino Unido de la Gran Bretafia e Ifanda del No wmmaﬁéﬁ“
DR BOGOTA, HADO CONFTAR OUR LA
Este documento publico B e Ut RO & ta e

ha sido firmado James Kerr Milligan

L
actuando como Notario Pdblico e e RO %5‘5 §
“ .l I-M 1 .‘.- P"" L ‘.'e
4. lleva el selio/estampilla de dicho Notario Publico O NOTARIG () A8
gRiasi:T ok - Wt
CERTIFICADO _
en Londres 6. el 01 de septiofgbre de 2004

Exteriores y del Commonwealth
8. Numero: G 749037
9. Sello/Estampilla: 10. Fima: (ilegible)

TRADUCTOR OFICIAL
RESOLUCTON 2177

o
ANITA IIIU;)I'IAI! LIt TAMAYO
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Sello de la Oficina de Asuntos W. Glass
Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

S| 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 mision que representa a ese pals. Una apostilla o certificado de
legalizacién Unicamente confima que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los
contenidos.

Traducido seglin mi mejor saber y entender, este dia 9 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, Reptlblica de Colombia.

TREADUCTUR OFICIAL
AEBOLUCION 2177

ANITA ESCOBAR DE TAMAYO | i

: 0 UENDU2 DARMIAS
. r;ounm--

I\



oo DE PINNA e
[ 5) Y , el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notario Péblico do 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 puifio

y letra del Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
identidad me consta, Apoderado de la Sociedad denominada
“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada _
“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida .
y existente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de.
I'Institut 89, B-1380 Rixensart, Bélgica;

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON esté
debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en
virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12
de junio de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

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

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

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

fey onu'mm ra ) U nwn{
. ;:”' ncunu

que firmo y sello en Londres, el dia de hoy primero de sep
mil cuattro.

JAMES KERR
Notario Pablico de Londyes, Inglaterra

DE PINNA
30 Flamdilly Lassdos W3 Ol
Talophosg:+44 K900 TAE 2000 Facslmile: +44 (330 TR O0B)  1IX No. 4581 Peculilly 5

Y l'ilfﬁla-



APOSTILLE
(Hagne Convention of 5 October l96l/C0n\'entio.n de La Haye du 5 octot

. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland |

Pay: Roysume-Uni de Grande-Bretagne et dlrlande du Nord

This public document/Le présent acte public

s oy S e YSRLT MMGAL.......
scting in the capacity of NOtal'y PU&“Q

e glegiie 7 AUREENIR BB
bears the seal /M e de ... oty Puiin e

Cenified/Attesté
at London/k Londres 6 the/le ...icocnennns .:l..:l...n_:.-:.'.'-. EJ'J}’ ..........
. by Her Majesty's Principal Secretary of ate fqr Foreign and Commonwealth Affairs/
our le Secrétire Etat Principal de Sa MAIGSEBEK N Com
i nmmﬂlmnu o

8 op\noadrs, waso CONSTAR GUE LA

luhudoen-uthhhudham-bldm

nolwtvtothllnucm-oﬂomnﬂ.

missiom reyesauting that comnhry.
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,- The undersigned, GLAXOSMITHKLINE

Los abajo firmados, GI.AXOSMITHKLINE BIOLOGICALS SA, a Corporation organized and
BIOLOGICALS S.A, una socledad organizada y existing under the laws of Belgium.

existante de conformidag con las leyes de Béigica.
' domicledat rue de I'nstityt 89,

; €0n domicllio en rue de I'Institut 89, B-1330 Rixensart,
' B8-1330 Rixensart, Belglum
Bélgica

' hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
nombramos por e) presente a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
{GUSTAVO TAMAYO vy/o IGNACIO SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombla,
¥o ENRIQUE ALVAREZ, domicliados en Bogota, with offices in saig lown, Calte 72 No. 5-83, Sixth
Colombla, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No. Floor, our true and legal representatives in Bogota,
5-83, piso Bo., nuestros representantes legales y with power to receive notifications and to appoint
verdaderos en Bogotd, con facultades ra recibir judicial or extrajudiclal agents, 5o as to com th
notificaclones Y hombrar apoderados Judiciales o peragraph 1o, of article 543 of decree 410 of 1971.

extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
pardgrafo 1o, dei artlculo 543 dej decreto 410 de
1971. Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVOD

TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE them appointed, are especially em to
- ALVAREZ, ¢ log @poderados que cualquiera de ellog reépresent us before the administrative, judiclal or
designe, quedan especlaimente facultadgs para police authorities of Colombla, in all proceedings
representamos ante las auloridades colombianas, pertaining to industriaj property, for which Purpose we
administrativas, Judiciales 0 de policia, en todos log authorize them to take before the sald authorities all
.-amites relativos a [a propledad Industrial, a cuyo the necessary steps for the sald end; to file petitions,
ofecto les facultamos para dar ante dichag declarations, claims, recourses ang withdrawals, to
auloridades todos los Pasos necesarios g objelo draw up Specifications; to file @mendments, to limit
indicado; elevar solicitudes declaraciones, reclamos, the - s of applications, filg oppositions; file
recursos presentar desistimlentos; formylar Cancellations totaj or partially waive registrations, to
descripciones enmiendas, {imitar e| aicance de las Pay all Installments ang effect all other payments
*Solicitudes, presentar Oposiclones y épelaclones; prescribed by law: o proper receipts, to
instaurar cancelaciones, renunciar otal o comply with all other requirements and, in short, to
Parcialments a |og registros, abonar todos los take all thoge Mmeasuras which they may deem fit for
impuestos Y Cuolas y efectuar todo otro pago the protection of oyr interests; and In case of
determinado por Ia ley; recibir todos los documentos Oppasition, where the proceedings be passed over to
Y valores, dando e descargo respectivo; llenar the courts, we authorize sald agenis to act gn our
cualesquiera olros requisitos y tomar, en fin, todas behalf, as complalnants as well ag defendants, before
las medidag Que creyeren conducentes al resguardo the competent judges, with full powers to make
- de nuestrog intereses; y an caso de producirse arangements, o submit to arbltrators, to desist, to
Oposicién, pasando log antecadentes a log tribunales, collect, to appeal and, in short, with all such further
Quedan facuitadog Para tomar Intervencidn como powers as may be required, and we hereby declare
demandantes o demandados ante los juecas que from now on as valld and good aj that said
8ean competentes, pudiendo transar, Someter a representatives and/or the agents by any one of them
itros, desistir, percibir y apelar, con todas ias appointed may do for gur benefit.

4s facultades qQue resulten necesarias, y por ef
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o log apoderados que ”
Cualqulera de ellos nombre hicleren en nuestro We also authorize doctors ALICIA LLOREDA

beneficio, and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
Aslmismo, facuitamos a los doctores ALICIA for protocollzation of this documgnt end of any power

ferred in our name,

LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO of attomey by any one of them ¢
ALV, perty.

SANTAMARIA /o ENRIQUE AREZ, parg before the Office of Industrial p
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial |a - "

protocolizacién de este documento y de cualquier '
poder que cualqulera de ellog olorgue a nombre

nuestro. Elvun andsignedthis - - § ek
Dado y firmado - o g

NOTARY SHOULD EXECUTE otkier SIERLRST .. -

r L)
e,

b
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

Hoy de de 200 , comparecid
. » @quien conozco y
de quien me consta que firmd el anterior documento,
¥ quien debidamente juramentado declard y dljo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., Ia
compafila nombrada en el documento que antecede,
una socledad debidaments organizada y existente
conforme a las leyes da Bélgica, domicliada en Ia
cludad de Rixensart, Bélgica, legalmente constitulda
para un periodo de duracin que adn no ha
terminado, que ejerce su objeto soclal; conforme a
las leyes de

que al declarante estd
autorizado por dicha Compafila para conferir este
poder; que el sello estampado por él al ple de tal
poder, en nombre y en representacion de la
expresada Compatfila, es el sello oficlal de ella; y que
ol objeto para el cual se confiere este Instrumento
esta comprendido dentro del de la sociedad.
El suscrito Notarlo ha visto los Estatutos de
incorporacién firmados en ,
con fecha . y ceorlifica que de
conformidad con ia legislacion de dicho Pals, la
anterior deciaracién juramentada es prueba
suficients de que los hechos sobre que ella versa son
clertos o verdaderos, de lo cual da fa.

Notary Public (Notario Publico).

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belglum
{85

On this day of . 200 '
personally
came .
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing Instrument, who being by me
duly swom did depose and say that he is the
of GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS 8.A., the company named within, a
Corporation organized and aexisting 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 its corporate
purposes according to the laws of
, that the deponent Is
authorized by said Company to confer this power of
attomey, that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of sald
Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this Instrument is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporetion executed at
, under date of .
and hereby certifies that under the laws of sald
Country the foregolng acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contalned are true, which
he attests.







SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
@I N° desoiciud: 06 — 112645 (51) It CE ABTK 39700
(22) Fachade soliciid: ~~ 21-11-06 (71) Solicitantes): GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.
(30) Prioided  (31) No.Priorided  (32) Fecha  (33) Pals
04114112 21-05-04 GB
(T2) Inventorfes):  CHOMEZ, Pairick; COLLIGNON, Catherine,
Pascalne, Ame, Ghisine y VAN
MECHELEN, Marcalie, Paulstie,
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85)  Fecha limie iniclo fase naciona: _ 21-12.06 (87) Pubicacen inemacional
(86)  Detos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 01-12.05
Fechade presentacion de lasoliciud: ~ 18-05-05 N° publicacitn: WD 2005/112991 A3
No. do solicitud: PCT/EP2005005555

(54) Thulo: VACUNAS CON ADYUVANTE QUE CONTIENEN LA SUBUNIDAD B DE LA TOXINA SHIGA

Resumen - Reivindicacion(es):
Relvindicacién nimero 1

Una composicidn pera vacuna que

contiens la subunidad B de la toxina Shiga o un equivalente inmunoldgicamente

funcional de efla que es capaz de fijar el receptor Gb3, en fomacién de complejo con un antigeno, y ademas contiene un
adyuvante, slempre que cuando el adyuvante sea solamente una sal metalica, esté formuledo de tal manera que no mas de
aproximadamente 50% del antigeno sea adsorbido en la sal metalica, caracterizado porque el adyuvante se selecciona del
grupo de sales metalicas, emulsiones de aceite en agua, agonistas del receptor tipo toll, Q521 o combinaciones de ellcs.

A0
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

. . . PARA FUTURAS Ver Forma PCT/ISA/220

de rof del solic
SRGAEE,“;B&;-E“ W 6l gollllimin 0 ageate ACCIONES a8 como, dando eplique, el ftem 5 & continuscién.
Solicitud internacional No. Fechs de registro imemacional (disfmesiolo) | Fecha de Priorided (Primers) (dia/mes/izio)
PCT/EP2005/005555 19/05/2005 21/05/2004

Solicitante

GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS SA

Eate Reporto do Bdsqueda internacional ha sido prepando por esta Autorided de Bisqueda Internacional y es transmitido al solicitante
seghn el Articulo 18. Una copia serd trangmitida a Ia Oficina Intemacional.

Esie Repartc de Basqueds Internacional conatn deun totelde _8_  hojes,
‘También estl scompafiado de una copis de cada decumento téenico anterior citdo en este reporte.

1. Bases del reporte

a. Rospecto al lenguale, 1a bisqueds intermacional se llevd & cabo segin In solicitud internacional en el lengunje en el cual se presentd,
2 menas que se indique de otro modo en este (tem.

D La bisqueda iniarmacional se llevd a cabo segin La traduccién de Ia solicitud intemacional proporcionada a erta
Autoridad (Regla 23.1(b))-

b. E Respecio u una seencncla de dcldo andestido y/o amino revelado en la soliciud internacional, ver Casilla No. 1.

2 E Clertas relvindicaciones no pudieron localizarse (Ver Casilla I}

3. [] Faita unldad de invencidn (ver Casilla it).

4. Respecto al titulo,

[[] &t toxto es aprobedo segim ko presenta ef solicitante.
Esta Autoridad ha catablecido que el texio se lea ast:
VACUNAS CON ADYUVANTE QUE CONTIENEN LA SUBUNIDAD B DE LA TOXINA SHIGA

5. Respectn al resumen,

B! texto e arobado segiin Io prescaa el solicitante. :
Esa Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con 1a Regia 38.2(b), segiin aparece en la Casilla No. IV. El salicitante puede, un
mes después de Ia fecha de haber enviado por cormeo exte reporte de bisqueda intzmacional, presentar comentarios a csta Autoridad.
G. Reapecto a los dibujos,

2. La ligura de los dibujos que se publicari can el resumen ¢s In Figura No.

[ como o suginié el sclicinnte.
[]  comolo seleccions esta Autoridad, porgue ¢l solicitante no sugirié uns figurs.
comn lo selecciond esta Autoridad, porque esta figurs canicteriza mejor a s invencidn.
b. DX  ningume de las figums cs parn ser publicada con el resumen

“Forma PCT/ISA/210 (primera hoja) (Enero 2004)

I\



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internaciona] No.
PCT/EP2005/005555

Casilla No.I Secuencia(s) de dcldo nucledtido y/o aminodeido (Continnacién del {tem 1.b de la primers hoja)

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

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

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

¢. momento de presentacién/suministro
[] contenido en la solicitud internacional tal como s¢ presentd
(] presentado junto con Ia solicitud internacional en forma legible para computadora
suministrado subsecuentemente a esta Autoridad para ¢l propésito de 1a biisqueda

Adicionalmente, en el caso de que mis de una versién o copia de un listado de secuencias y/o tabla en
relacién con aquello hayn sido presentads o suministrada, o se sumninistraron, tal como es apropiado, las
afirmaciones requeridas de que la informacién en las copias subsccuentes o adicionales es idéntica a aquella
en la solicitud tal como se presentd o no va mis alld de la solicitud tal como se presentd.

Comentarios adicionales:

Forma FCT/ISA/210 (continuacién de Ia primera hoja (1)) (Encro 2004)

A



Solicitud Internacional No.
REPORTE DE B(JSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2005/005555

Casilla IT Observaciones donde clertas relvindicaciones fueron Inescrutables (Continuacién del ftem 2 de
ia primera hoja)

Este Reporte de Bisqueda Internacional no ha sido cstablecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(2)(a) por las siguientes razones:

1. [{ Reivindicaciones Nos.:

porque s¢ relacionan con un asunto que no ¢s necesario que csta Autoridad buaque, a saber:
Aunque las reivindicaciones 19, 20 estin dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal, la blisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados del

compuesto/composicion.

2. [X Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con partes de la Solicitud Internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una biisqueda internacional significativa,
especificamente:
ver INFORMACION ADICIONAL hoja PCT/ISA/210

3. [J] Reivindicaciones Noa.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera
oracién de 1a Regla 6.4(a).

Casilla IIT Observaciones donde faita unidad de inveneién (Continuacién del ftem 3 de 1a primera hoja)

Esta Autoridad de Buisqueda Internacional encontré invenciones muiltiples en esta solicitud internacional, asf:

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

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

3. D Puesto que sdlo algunos de los derechos de misqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre dnicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron dercchos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4.DElmliciEnwmpagbopoﬂmmnmhademhoudebﬁsquedlldiciomlunqumidu.Pm
consiguiente, este informe de biisqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protests D Los derechos de iisqueda adicionales estuvieron acompafiados por 1a protesta)
del solicitante.

D El pago de los derechos de biisqueda edicionales no estuvo acompafiado por
una protesta.

Forra PCT/ISA/210 (cantinuacidn de ks primem hoja (2)) (Enero 2004)



Solicitud Internacional No. PCT/EP2005/005555 \D\

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE PCT/ISA/210

Continuacién de la Casilla I1.1

Aunque las reivindicaciones 19, 20 estin dirigidas & un método de tratamiento de un
organismo humano o animal, la bisqueda ha sido Ilevada a cabo con base en los efectos del

compuesto/composicién alegados.
Continuacién de la Casilla I1.2

Las reivindicaciones 1, 5-21 son poco claras a la luz del Articulo 6 del PCT. Las
reivindicaciones intentan definir la materia objeto en términos de una propiedad deseada, i.e.
el equivalente inmunolégicamente funcional de STxB (subunidad B de la toxina Shiga).
Aunque estas caracteristicas funcionales pueden evaluarse con los métodos revelados en la
presente solicitud, la persona versada en la materia no puede entender la definicién de la
materia objeto reivindicada, porque los compuestos reivindicados no estén limitados por
ninguna definicién estructural y por lo tanto no existe un limite del nimero de compuestos
para los que se pueda evaluar la actividad modulatoria. La reivindicacién no provee ningiin
criterio para discriminar entre compuestos nuevos y conocidos. Por lo tanto, cs tal la falta de
claridad, que no puede llevarse a cabo una biisqueda sighificativa sobre todo el alcance de
dichas reivindicaciones.

Por consiguiente, la biisqueda y el examen se han llevado a cabo para aquellas partes de las
reivindicaciones que parecen ser claras a la luz de la descripcion, es decir, aquellas partes
relacionadas con la subunidad B de STxB, VT1B, VI2B (c.f. p 4, 1) asl como las toxinas tipo
Shiga capaces de unirse al Gb3R (CD77R) teniendo al menos el 50 % de la secuencia
identidad de aminodcidos para la subunidad B de la toxina Shiga (c.f. reivindicacién 1, 2).

Se dirige la atencién del solicitante al hecho de que las reivindicaciones relacionadas con
invenciones respecto a las cuales no se ha establecido un reporte internacional de basqueda,
no necesitan ser el objeto de un examen internacional preliminar (Regla 66.1(e ) del PCT). Se
advierte al solicitante que la politica de la EPO cuando actia como una Autoridad
Internacional de Examen Preliminar, es normalmente no realizar un examen preliminar sobre
materia para la cual no se ha realizado ninguna bilsqueda. Este es el caso,
independientemente de si las reivindicaciones son o no modificadas tras la recepcién del
reporte de bisqueda o durante cualquier procedimiento del Capitulo II. Si la solicitud entra
en la fase regional ante la EPO, se le recuerda al solicitante que debe llevarse a cabo una
blisqueda durante el examen ante la EPO (ver norma C-VI, 8.5 de la EPO), para superar los
problemas que llevaron a 1a declaracién del Articulo 17(2).

AL



Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2005/005555

A, CLASIFICACION DE MATERIA ORJETO
AG61K39/00 A61K19/39

Scgiin la Clasificacién de Fatente Internacional (IPC) o scgin la clasificacién nacional y Ia IPC

. CAMPOS BUSCADOS

Documentacidn minima buscada (sistema de clasificacidn seguido de simbolos de clasificacion)
AGLK

Documentacion buscnda fuers de documentacion minima hasts donde dichos documentos se Incluyan en los campos buscados

Base de daios electrénica consultnds dursniz bn bilsqueds internacional (nombre de ls base de datos y, donde ses prictico, buscar tirminos usados)
EPO-Internacional, PAJ, BIOSIS, WPI Dato

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

[ Categoria® | Citacidn de documento, con indicscion, donde sea spropiado, do los textos refevantes “Relevante a Ia reivindicacion No.
X US 2002/012658 A1 (WILLIAMS JAMES AY COL) 1,2,4,5,
31 de Enero de 2002 (2002-01-31) 7.9,
16-21
¢l documento completo
X US 2004/013681 Al (GREEN ALLAN M) 14,
22 de Enero de 2004 (2004-01-22) 16-21

el documento completo
reivindicaciones 1-12

X US 2002/081307 Al (GREEN ALLAN M) 14,
27 de Junio de 2002 (2002-06-27) 16-21
reivindicaciones 1-12
el documento completo

E&dMCnmnﬁm E En ¢l snexo se enumeran miembros de la familia de patentes.

© Categorias especiales de documentos citados:
7" documnento posterior publicado después de Ia fecha de presentacién

'A' documento que define ¢l estado general de Ia téenica el cual no se internacional 0 fecha de prioridad y que no esid en conflictocon la
congiders de relevancia particular solicitud pero citndo para entender el principio o teoria que matenta
In invencitn
'E' documento anterior pero publicado en o después de Is fecha de
presentacién intemnacional X' documentn de relevancia particulsr; la invencidn reivindicada no
puede conaiderurse nuevs o no puede considenurse que comprende
*L' documento que pucde armojar dudss sobre reivindicaciones de un pago inventivo cuando el documento se tama solo
prioridad o que se cita para establecer In fechs de publicacidn de ot
citncitn u otrs raxnin especial (segiin se cspeeifica) 'Y" documento de relevancia particulsr; Ia invencién reivindicada no
pueda considerarse que comprende um paso inventivo cusndo el
Q' documento que se reficre & una revelacidn aral, uso, exhibicién u docurnento se combina con uno o mis documentos, siendo dicha
otros medios combinaciédn obvia para uns persona cxperts en ia técnica

‘P documnento publicado antes de 1a fecha do presentacidn internacional | ‘&' documento miembro de la misma familia de patentes

de Ia fecha do prioridad reivindicada _
Fecha de la terminacidn real de In bidsqueds intemacional Fecha de envio por correo del reporte de bdsqueda internacional
23 de Enero de 2006 02/02/2006
Nombre y direceién de correo de Ja ISA Funcionario sutorizado
Oficina de Patentes Europes, P. B. 5818 Putentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk Lechner, O

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx- 31 651 gpanl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Forma PCT/ISA/210 (segunda hojs) (Enero 2004) pégina 1 de 3
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud

Internacional No.

PCT/EP2005/005555

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

[ Categorin °®

Citacitn de docurnenin, con Indicacion, donde sea apropiado, de los texios relcvantes

Ralovants a la refvindicacién No.

A

NACILLA HAICHEUR Y COL: "La subunidad B de la toxina
Shiga, fusionada a un antigeno tumor elicita CTL y direcciona a las
células dentriticas para permitir 1a presentacidn de péptidos MHC
clase I-restringida, derivadas de antigenos ex6genos”

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

vol. 165, Septiembre de 2000 (2000-09)

péginas 3301-3308, XP002187748

ISSN: 0022-1767

citado en Ia solicitud

resumen

HAICHEUR NACILLA Y COL: "La subunidad B de la toxina
Shiga acoplada a protefnas antigénicas de gran tamafio, elicita las
respuestas inmunes humora! y mediada por células, asociadas a la
polarizacién Thl-dominante"

INTERNATIONAL IMMUNOLOGY. OCT 2003,

vol. 15, no. 10, Octubre de 2003 (2003-10),

péginag 1161-1171, XP002353584

ISSN: 0953-8178

citado en la solicitud

¢l documento completo

ROSS PADRAIG J Y COL: "La toxina adenilato ciclasa de
Bordetella pertussis actda en sinergia con lipopolisacérido para
promover la produccién innata de interleucina-10 y potencia la
induccién de Th2 y células T regulatorias”

INFECTION AND IMMUNITY. MAR 2004,

vol. 72, no. 3, Marzo de 2004 (2004-03),

phginas 1568-1579, XP0023531585

ISSN: 0019-9567

resumen

SMITH DANIEL C Y COL: "Tiquete en primera clase a la clase I:
proteinas toxinas como exploradoras para la presentacién de
antigenos"

TRAFFIC (COPENHAGEN, DENMARK) OCT 2002,

vol. 3, no, 10, Octubre de 2002 (2002-10),

piginas 697-704, XP0O09056875

ISSN: 1398-9219

el documento completo

WO 02/060937 A (INSTITUT CURIE; CENTRE NATIONAL DE
LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE; INSTITUT)

8 de Agosto de 2002 (2002-08-08)

citado en Ia solicitud

TESUmen

1-21

1-21

1-21

1-21

1-21

Forma PCT/ ISA /210 (contimmcin de Ia segumda hoja) (Encro 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2005/005555

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

| Categoria ®

Cltacidn de documento, can indicacion, donde sea spropiado, de 103 textos relcvanics

“Relevante s la reivindicacian No.

A

SUCKOW MARK A Y COL: "Estimulacién del anticuerpo
gastrointestinal a la toxina Shiga por inmunizacién orogistrica en
ratones”

IMMUNOLOGY AND CELL BIOLOGY,

vol. 72, no. 1, 1994, péginas 69-74,

XP009056873

ISSN: 0818-9641

¢l documento completo

IMAI YASUYUKI Y COL: "Produccién de immunoglobulina A
secretoria contra las subunidades enlazantes de Ia toxina Shiga
ratones por inmunizacién mucosal"

INFECTION AND IMMUNITY,

vol. 72, no. 2, Febrero de 2004 (2004-02),

péginas 889-895, XP002353586

ISSN: 0019-9567

¢l documento completo

MORON G Y COL: "Nuevas herramientas para la entrega de
antigenos a la via de MHC clase I"

TRENDS IN IMMUNOLOGY, ELSEVIER, RAHWAY, NJ, US,
vol. 25, no. 2, Febrero de 2004 (2004-02),

piginas 92-97, XP004487053

ISSN: 1471-4906

el documento completo

1-21

1-21

1-21

Forrma PCT/ ISA 7210 (continuacidn de la segunds hojs) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

j ) ol Solicitud Internacional No.
Documento de patente citado . -

en el reporte de bilsqueda Fecha de publicacién Micmbro(s) de In familia de pateates p:b"‘.h:c‘:;n

US 2002012658 Al 31-01-2002 NINGUNO
US 2004013681 Al 22-01-2004 Us 2002081307 Al 27-06-2002
US 2002081307 Al 27-06-2002 Us 2004013681 Al 22-01-2004
WO 02060937 A 08-08-2002 CA 2435712 Al 08-08-2002
EP 1229045 Al 07-08-2002
JP 2004531230 T 14-10-2004
Us 2004110935 Al 10-06-2004

Forma PCT/ ISA/ 210 (snexo familis dc patcnics) (Enero 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY
INTERNATIONAL SEARCH REPORT
{PCT Articio 18 and Rules 43 and 44)
Appilcant's or agent's fils reference FOR FURTHER aac For PCTABAZZD
SAC/VB60873 ACTION as wal as, whare appiicabie, hem 6 balow,
Inmmational appication ND. Tntemational fling dete (dayimonthvysar] | (Eariesl) PrioMy Dot (dnwimontnyear) |
PCT /EP2005/ 005555 19/05/2005 21/05/2004
Appilicant

This Imemational Search Report prepared mnmms-mmmm d Is tranamitiad to the applicent
mammAthWI%nw . "

This Intemationsl Search Report coneisteofaotalof ___ 8 sheets.
[X] 1 a0 accompenied by a copy of eech prior art document cliad in this raport

1. Basia of the repart

4. Wih regard 1o the fitle,

6. WIth regasd 10 the abetrect,

6. Wil regand ©0 the drawings,

2. [X] Cortain claime were found unsearohabie (See Box ).

8 [ unityof invention i lacking (see Box Il).

[[] the tmatie approved as aubmitied by the spplicent.
[X] the wat has boen esmblshed by his Authorty 1o read as follows:
ADJUVANTED SHIGA TOXIN B-SUBUNIT BASED VACCINES

[X] e wmetis approved as submitied by the applicent.

[T]  twexthas been astabiished, according to Fuls S8.2(b), by this
may, within ore month from the date of mating of this intsmational

a. e figure of the drwrings 10 be published with fha abetract is Figure No.
]  wssuggesiad by the appiicant.
[] assaimcted by thia Authortty, because the appiicant talled I suggest & figure,
[[]  asssiected by this Authority, bacause this figure betier characterizes the invention.
b. [X] none of the figres is 1o be published with the abetract.

a. With regard 1o the langumge, the initernsiional spanch was carvied out on the basis of the intemational sppiicetion in the
tanguage In which & wae flled, urdess oheswise indicated under this Rem.

The inlsmational sserch carisd oul on the basls of a transiation of the infemational application tumished ©
D nhm(ma.m').).' e :

b. E With mgard ©© any puciesiide and/or amino acki ssquenca disciosed in the Intemational appiicalion, sse Bax No. I

a3 it appesns In Bax No. IV. The applicant

raport, submit commants to this Authorfty.

Form PCTABA/R10 (first sheat) (January 2004)
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intamaional application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2005/005555

Box No,1  Nucleotide anct/or amino acid esquanca(s} (Continuation of ham 1.b of the first sheef)

1.  Wih regand io any nucieotide and/or amino acid sequance disciosed in the inlsmalional appiication and necessary 10 the cisimad
Invendon, the iIntsmatisnal ssarch was carried outl on the basia of:

a  iype of maierin .

[X]  seaquence nemg
[]  tmsiete) retased 1 e snquence tsting

R
[X] 1 computer coadaiée tom

c.  tme of tingMumishing
[[] conminecinthe smematonal appication s med
[]  red sogetior wits the imemationa! eppiicaton in computer readabia form
funished subsaguently 1o ihis Authority for the purpose of search
2. E In addiiion, n the case that more han ona version or copy of & saquance leling and/or tabie relating thereio has been Ned

or unished, the pouired siatamanis that tha information In the subssquant or addiional copias Is identical 1o that In the
application as flled or doss not go bayond the appiication as Sed, s appropriaie, were fumishad.

3. Addiional commania:

Foarm PCTABA/210 (continualion of frst shest (1)) Lianusry 2004}



Intemational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2005/005555

Box B Observations where ceriain claima were found unsearchable (Continustion of Rem 2 of first shest)

Thia intamational Search Report has not baan estabished in respect of certain cizims under Article 17(2){a) for the lollowing reasons:

1. m Clatme Nos.:
becauss they relate 10 subject matier not recuired to be esarched by this Authortty, namaly:
Although claims 19, 20 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. mmuu.
becauss they ralate 1o parts of the intemational Application that do not with the prascribad recuiremants to such
an @dent that no meaningiul inlsmations) Gearch can be carried out, d

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

3 D Cinims Nos.:
because they are dependant claims and are not drafied in accordance with the second and thind ssntancas of Pula 8.4{a).

Box N Observations where unity of invention is lacking (Continuation of ftem 3 of first sheef)

This intemational Ssarching Authority found mulipie invantions in this Inlsmational appication, as follows:

1. D As all required addiional saarch fess were imely paid by the applicant, this intemational Ssarch Raport covers all
ssarchahig daims.

2. |:| As & ssarchabls claims could be ssarchad without affort justiiying an ackitional fee, this Authartty cid not invile payment
of any addiional fee.

s D As only some of the required edditional search fesa ware mely paid by the appilcsnt, this Intemadionsl Ssarch Report
Covens only those ciaims for which fess wers paid, specifically ciaime Nos.:

4, No required adidiional ssarch foss imely the appicant. Consegquently, this intamational Ssarch Peport s
D mnhmmnumnnmnmwmm:

Ramerk on Protest Dmmmuunmmwnw-m

D No protast accampanied the payment of additionsl ssarch fees.

Form PCTASA/210 (continuation of first ahest (2)) (January 2004)



inermesional Application No. PC T/EP2005 A005555

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA! 210

Continuation of Box II.1

Although claims 19, 20 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.

Continuation of Box II.2

Claims 1, 5-21 are unclear in the sense of Article 6, PCT. The claims
attempt to define the subject-matter in terms of a desired property,
i.e. immunologically functional equivalent of STxB (Shiga toxin B
subunit). Although these functional features can be tested with the
methods disclosed in the present application, the skilled person cannot
understand the definition of the claimed subject-matter, because the
claimed compounds are not 1imited by any structural definition and
therefore no 11nits to the number of compounds to be tested for the
modulating activity exist. The claim does not provide any criterion to
discriminate between known and novel compounds. Thus, the lack of
clarity 1s to such an extent that a meaningful search over the entire
scope of said claims cannot be carried out.

Consequently, the search and examination has been carried out for those
parts of the claims which appear to be clear in view of the description,
nasely those parts relating to the B-subunit of STxB, VT1B and VT2B
(c.f. p 4, 1) as well as Shiga 11ke toxins able of binding to the Gb3R
(CD77R) having at least 50% amino acid sequence identity to the
B-subunit of Shiga toxim (c.f. claim 1, 2),

The applicant’s attention i1s drawn to the fact that claims relating to
inventions in respect of which no international search report has been
established need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant is advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has
not been searched. This 1s the case irrespective of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter II procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EPO, the applicant 1s reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-VI, 8.5),
should the problems which led to the Article 17(2) declaration be
overcome.

(/4

H-



INTERNATI NAL SEARCH REPORT

Intemattonsl Appilastion Mo
PCT/EP2005/005555

A e IK30/00 AR Tk39/39

According 1o iniemational Paient Clasalicstion (IPC) or o both nalional ciggeification ansd IPC

mwm (caeiication syalam Klowsd by cessiication symbols)

Documenistion setrched oflwasr then minimum documenistion 1o the sxtent that such documnants s inchudied In the fskis seerched

EPO-Internal, PAJ, BIOSIS, WPI Data

?m‘h-lﬁﬂlliﬂlll inomationsl satrch (nams of diin base ahd, whess praciicsl, search ems usad)

€. DOCUMENTS CONBIDERED TO AR RELEVANT

Categary * | Ciuiion of docurnent, with indisution, whave spproprisia, of the reisvant passagee Pelsvast 1o ciaim No.
X US 2002/012658 A1 (WILLIAMS JAMES A ET AL) 1,2,4,5,
31 January 2002 (2002-01-31) 7.9,
16-21
the whole document
X US 2004/013681 A1 (GREEN ALLAN M) 1-4,
22 January 2004 (2004-01-22) 16-21
the whole document
claims 1-12
X US 2002/081307 Al (GREEN ALLAN M) 1-4,
27 June 2002 (2002-06-27) 16-21
claims 1-12
the whole document
-/—
m Fasther documents arm faind In the contisustion of box C. E Patant famlly mambers are lstad In Mnex.
SR sm——— " Wl hard pitd st e s, o
A" m_‘-'rm-ﬂh mt which s nat clind 10 Unciarstand the principle or theosy undariying the
"E" owrfier documiet but published op or sliar ihe intarmnaticnsl "% cocument of particulr relevance: the cigimed lsvantion
1 oo e e o ey ca i s v 95 oot B e
mﬂ:“""::"“ -uﬁ‘ v mu‘mum'rm wslep whan O
0" documant relasting o an oral disciosure, uee, exhibhion or documeul i combinad wilh ane of mom other sixch docy-
athar means m;nmmmu. piraon ailled
b ”M:M’Hgﬂ fling dese but "A" documant mambes of the sama palent tamily
Dute of the actual compleiion of Lhe inkemations! aserch Duta of muling of the inksenational sessch neperi
23 January 2006 02/02/2006
Nams and maling ackiregs of the IBA Auihortead olficer
Ewopesa Palent Office. PB. 5818 Petentinan 2
NL - 2200 WV
o T pogong 1 651 epan Lechner, 0

Foun PCTARAZ210 tanoenc shaal) {Asrupry I04)
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INTERNATI NAL SEARCH REPORT

intarnational Application No
PCT/EP2005/005555

‘ C{Cantinustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category® | Chielion of documanl, with indicalion, whave sppropriiie, of the lelevesl pElsigas

A NACILLA HAICHEUR ET AL: "The B subunit of
Shiga toxin fused to a tumor antigen
elicits CTL and targets dendritic cells to
allow MHC class I-restricted presentation
of peptides derived fromn exogenous
antigens”

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

vol. 165, September 2000 (2000-09), pages
3301-3308, XP002187748

ISSN: 0022-1767

cited in the application

abstract

A HAICHEUR NACILLA ET AL: "The B subunit of
Shiga toxin coupled to full-size antigenic
protein elicits humoral and cell-mediated
immune responses assoclated with a
Thl-dominant polarization."

INTERNATIONAL IMMUNOLOGY. OCT 2003,

vol. 15, no. 10, October 2003 (2003-10),
pages 1161-1171, XPQ02353584

ISSN: 0953-8178

cited in the application

the whole document

A ROSS PADRAIG J ET AL: “"Adenylate cyclase
toxin from Bordetella pertussis synergizes
with 1ipopolysaccharide to promote innate
interleukin-10 production and enhances the
induction of Th2 and regulatory T cells.”
INFECTION AND IMMUNITY. MAR 2004,

vol. 72, no. 3, March 2004 (2004-03),
pages 1568-1579, XP002353585

ISSN: 0019-9567

abstract

A SMITH DANIEL C ET AL: “1st class ticket
to class I: protein toxins as pathfinders
for antigen presentation.”

TRAFFIC (COPENHAGEN, DENMARK) OCT 2002,
vol. 3, no. 10, October 2002 (2002-10),
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para vacuna que contiene la subunidad
B de la toxina Shiga o un equivalente inmunolégicamente funcional
de ella que es capaz de fljar el receptor Gb3, en formacién de
complejo con un antigeno, y ademas contiene un adyuvante,
siempre que cuando el adyuvante sea solamente una sal metaélica,
estéd formulado de tal manera que no méas de aproximadamente 50%
del antigeno sea adsorbido en la sal metalica.

2. Una composicién para vacuna de acuerdo c¢on la
reivindicacién 1, caracterizada ademas porque el equivalente
inmuloiégicamente funcional de la subunidad B de la toxina §higa
tiene al menos 50% de identidad de secuencia de aminoacldos con
la subunidad B de la toxina Shiga.

3. Una composiclén para vacuna de acuerdo con Ia
reivindicacidn 2, caracterlzada ademas porque el vector es la
subunidad B de la toxina Shiga o un fragmento funcional de elia.

4, Una composicién para vacuna de acuerdo con la
relvindicacién 2, caracterizada ademéas porque el vector es la
subunidad B de la Verotoxina 1 o un fragmento funcional de ella.

5. Una composicion para vacuna de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 4, caracterizada ademas
porque el adyuvante se selecciona del grupo de sales metéalicas,
emulsiones de aceite en agua, agonistas del receptor tipo toll,

saponinas o combinaciones de ellos.
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6. Una composicién para vacuna de acuerdo con la
reivindicacion 5, caracterizada ademéas porque el adyuvante es un
agonista del receptor de tipo toll.

7. Una composicion para vacuna de acuerdo con
cualquiera de las relvindicacionee precedentes, caracterizada
ademas porque el antigeno y la subunidad B estan unidos
covalentemente.

8. Una composicién para vacuna de acuerdo con la
reivindicaclén 7, caracterizada ademds porque el antigeno esta
unido a la toxina por medio de un residuo de cisteina.

9. Una composicion para vacuna de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
ademés porque el adyuvante se selecciona del grupo: =sales
metélicas, una saponina, |lIpido A o derivado de él, un fosfato de
alquil glucosaminida, un oligonucleétido inmunoestimulador o
combinaciones de ellos.

10. Una composicién para vacuna de acuerdo con la
reivindicaciébn 9, caracterizada ademas porque |a saponina es
presentada en la forma de un liposoma, Iscom, o una emulsiéon de
aceite en agua.

11. Una composicion para vacuna de acuerdo con la
reivindicaclén 8 o con la reivindicacién 10, caracterizada ademas
porque la saponina es QS21.

12. Una composicién para vacuna de acuerdo con la

relvindicaciéon 9, 10 u 11, caracterizada porque el derivado de IIpido
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A se selecciona de iIlpido A monofosforil, lipido A monofosforil 3
desacllado, OM 174, OM 197, OM 294.

13. Una composicién para vacuna de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 hasta 12, caracterizada ademéas porque el
adyuvante es una combinacién de al menos un representante de dos
de los siguientes grupos:

i) una saponina,

ii) un agonista del receptor 4 de tipo toll, y

iii) un agonista del receptor 9 de tipo toll.

14. Una composicién para vacuna de acuerdo con la
reivindicacion 13, caracterizada ademas porque la saponina es
QS21 y el agonista del receptor 4 de tipo toll es Illpido A
monofosforil 3 desacilado, y el receptor 9 de tipo toll es un
oligonucleétido Inmunoestimulador que contiene CpG.

15. Una composicién para vacuna de acuerdo con cualqulera
de las reivindicaciones 1 hasta 14, caracterizada ademas porque el
antigeno se selecciona del grupo de antigenos que proporciona
inmunidad contra el grupo de enfermedades seleccionadas de
patégenos intracelulares o enfermedades proliferativas.

16. Una composicion para vacuna que contlene la subunidad
B de la toxina Shiga o0 un equivalente inmunolégicamente funcional
de ella, con un antigeno y un adyuvante para su uso en medicina.

17. Uso de la subunidad B de la toxina Shiga o un
equivalente Inmunolégicamente funcional de ella y un antigeno y un

adyuvante, para la fabricacién de una vacuna para la prevencion o
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tratamiento de una enfermedad.

18. EI uso de acuerdo con la relvindicaclén 17, para el
aumento de la respuesta de CD8 especifica para un antigeno.

19. Un método para tratar o prevenir enfermedades, que
comprande administrar a un paciente que sufre de una enfermedad
o que es susceptible a sufrirla, una composicién para vacuna de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 15.

20. Un método para aumentar una respuesta inmune de CD8
especlfica para un antigeno, que comprende la administracion a un
paciente de una vacuna de acuerdo con cualquiera de las
relvindicaclones 1 hasta 15.

21. Un proceso para la produccién de una vacuna de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 15,
caracterizado ademas porque un antigeno en combinacién con la
subunidad B de la toxina Shiga o con el equivalente
inmunolégicamente funcional de ella, estd mezclado con un

adyuvante.
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Claims:
1. A vaccine composition comprising the B subunit of Shiga toxin or an
Immunologically functional equivalent thereof which is-able to bind the Gb3 recaptor,
complexad with an antigen, and further comprising an adjuvant, provided that when
the adjuvant Is solely a metal salt it Is formulated In such a way that not more than

_aboul 50% of the antigen is adsorbed onto the metal salt.

2. A vaccine composition as claimed in clalm 1 wherein the Immunclogically
functional equivalent of the B subunit of Shiga toxin has at least 50% amino acid
sequence ldentity to the B subunit of Shiga toxin.

3. A vaccine composition as claimed In daim 2, wherein the vector ln the B subunit of
Shlga toxin or a functional fragmaent thereof.

4. A vaccine composition as claimed In clalm 2 wherein the vector is the B subunit of
Verotoxin-1 or a functional fragment thereof

5. A vaccine composition as claimed in any of clalms 1 to 4 whereln the adjuvant is
seletfed from the group of metal salts, oil in watar =mulsiona, Toll like receptor
agonlsts saponins or combinations thereof.

6.A vaoclno composltion as claimed In clalm 5 wherein the aqluvant Is a Tolt ke
receptor agonlst.

7. A vaccine composition as claimed In any prooadlqg claim, wherein the antigen
and B sub unit are covalently attached. .

8. A vaccine composition as claimed In claim 7 wherein the antigen is ettached to
the toxin via a cystelne residue. '

8. A vaccine composition as claimed in any preceding clalm wherein the adjuvant is
selected from the group: metallic salts, a saponin, lipid A or derivative thereof, an
alkyl glucosaminirde phoéphah. an Immunostimulatory oligonucieotide or
combinations thereof. '

10. A vaccine compositionas claimed In Clalm 8 wherein the saponin is presented in
the form of a liposome, Iscom, or an oll In water emulsion.

11. A vaccine composltion as claimed In claim 8 or 10 whaerein the saponin s QS21.
12. A vaccine composition as ciaimed In claim 9, 10 or 11 whereln the Lipid A
derivative Is selected from Monophosphoryl Ilpld A 3 deacylated Monophosphoryl
fipkd A, OM 174, OM 187, OM 284,

13, A vaccine composition as claimed In any of claim 1 to 12 wharein the adjuvant is
a combination of at least one representative from: iwo of the following groups,

i) a saponin,

li) a Toll - like receptor 4 agonist, and
)] a Toll - Like receptor 8 agonist
3

36
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14. A vaccine composition as clalmed In claim 13 wherein the saponin Is QS21 and
the toll like receptor 4 agonist is 3 deacylated monophosphoryl lipld A and the toll
like receptor 8 is a CpG contalning immunostimulatory oligonuciectide.

15. A vaccine composition as claimed in any one of clalms 1 to 14 wherein the
antigen Ia sslectad from the group of antigens that provide immunity against the
group of diseases selected from, Intracallular pathogens or proliferative diseases.
16. A vaccine composition comprising the B subunit of Shiga toxin or an
Immunologically functional equivalent thereof with an antigen and an adjuvant for use
In madicine.

17. Use of the B subunit of a shiga toxin or an immunologically functional equivalent
thereof and an antigen and an adjuvant for the manufacture of a vaccine for the

" prevantion or treatment of disease.

18. The use as claimed In claim 17 for the raising of an antigen specific CD8
response.

18. A mathod of treating or preventing disease comprising administering to & patient
suffering from or susceptible to diseasa a vaccine composition according to any one
of claims 1to 15

20. A method for raiging an antigen specific CD 8 immune mponsi comprising the
administration to a patient of a vaccine according to any one of claims 1 to 15.

21. A procass for the production of a vaccine according to any of claims 1 to 15
wherein an antigen In combination with the B subunit of shiga toxin or
Immunologically functional equivalent thereof Is admboad with an adjuvant.
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OPINION ESCRITA DE LA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2005/ 005555

Casilla No. L Bases de la opinién

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

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

2 Respecto a cualquier nucle6tido y/o secuencia aminoécida revelada en Ia solicitud internacional y necesaria
para la invenci6n reivindicada, esta opinién se ha establecido segtin:

a. tipo de material:

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

b. formato de material:

Bl en formato escrito
<] en formato legible por computador

¢. tiempo de presentacién/suministro:
[] contenido en la solicitud internacional segtn se registrd.
[_] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
B4 proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la bisqueda..

3. X Ademie-.melcmmquemisdeumvemibnooopindeunlistldodesecuemily/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segtin se presenté o no va mis alld
de la solicitud segin se registré, segdn lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA /237 (Enero 2004)
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Casilla No. Il No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

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

[[] toda 1a solicitud internacional,
B3 reivindicaciones Nos. 1, 5-21 (todas en parte)

porque:

B dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 19-20 se refieren a la siguiente materia objeto la cual
no requiere un examen preliminar internacional (especifique):
ver hoja separada

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

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

BJ no se ha establecido ningdin reporte de btisqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos. 1, 5-21 (todas en parte)

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

la forma escrita 1 no se ha proporcionado
O no cumple con el estdndar
el formato legible por computador  [] no se ha proporcionado
[ no cumple con el estindar
[] las tablas relacionadas con el nuclestido y/o lista de secuencia aminodcida, si estin en formato legible por

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

[ Ver la hoja separada para més detalles

Forma PCT/ISA /237 (Enero 2004)
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Casilla No. V Afirmaci6n razonada bajo la Regla 43bis.1(a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Declaracién
Novedad (N) Si: Reivindicaciones 6,8, 10-15
No: Reivindicaciones 1-5,7,9,16-21
Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-21
Aplicabilidad Industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-18, 21 (c.f. hoja separada)

No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Forma PCT/ISA/237 (Enero 2004)
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AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/EP2005/005555
ftem IX

1 No establecimiento de opinién con respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad
industrial (Regla 67.1 del PCT)
Esta Autoridad considera que la materia objeto relacionada con las reivindicaciones 19, 20
estd cubjerta por las disposiciones de la Regla 67.1(iv) del PCT. Por consiguiente, no se
formular4 ninguna opinién con respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de
estas reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(I) del PCT).

2 Problemas de claridad principales (Articulo 6 del PCT)

21 Las reivindicaciones 1, 5-21 son poco claras a la luz del Articulo 6 del PCT. Las

reivindicaciones intentan definir la materia objeto en términos de una propiedad deseada,
ie.,, equivalente inmnunolégicamente funcional de STxB (subunidad B de la toxina Shiga).
Aunque esas caracterfsticas funcionales pueden evaluarse con los métodos revelados en la
presente solicitud, la persona versada en la materia no puede entender la definicién de la
materia objeto reivindicada, porque los compuestos reclamados no estdn limitados por
ninguna definicion estructural y por lo tanto no existen imites para el nimero de
compuestos para los que se pueda evaluar la actividad modulatoria. La reivindicacién no
provee ningdn criterio para discriminar entre compuestos nuevos y conocidos. Entonces,
tal la falta de claridad que no puede realizarse una btisqueda significativa sobre todo el
alcance de las reivindicaciones mencionadas.
Por consiguiente, la bisqueda y el examen se han llevado a cabo para aquellas partes de las
reivindicaciones que aparentemente son claras de acuerdo con la descripcién, es decir
aquellas partes relacionadas con la subunidad B de STxB, VT1B y VT2B (c.f.p.4 §1) asf como
las toxinas tipo Shiga capaces de unirse al Gb3R (CD77R) teniendo al menos el 50% de la
secuencia identidad de aminoécidos para la subunidad B de la toxina Shiga (cf.
reivindicacién 1,2).

ftemV

3 Se hace referencia de los siguientes documentos:

D1 US 2002/012658 A1 (WILLIAMS JAMES A Y COLS) Enero 31 de 2002 (2002-01-31)

D2 US 2004/013681 A1 (GREEN ALLAN M) Enero 22 de 2004 (2004-01-22)

D3 US 2002/081307 A1 (GREEN ALLAN M) Junio 27 de 2002 (2002-06-27)

D4 WO 02/060937 A (INSTITUT CURIE; CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE

SCIENTIFIQUE; INSTITUT) Agosto 8 de 2002 (2002-08-08)
4 Novedad (Articulo 33(2) del PCT)

Forma PCT/ISA/ 237 (Hoja Separada) (Hoja 1) (EPO-Enero 2004)
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4.1 D1 revela una vacuna que comprende una protefna de fusién que comprende una secuencia

de una protefna no toxina y al menos una porcién de una toxina bacteriana, siendo dicha
toxina bacteriana seleccionada de la verotoxina 1 de E.coli (VT1), VI2 y la toxina Shiga (reiv.
42). Especificamente, son utilizadas las subunidades-B de la toxina bacteriana (c.f. reiv. 42,43).
El documento contempla adicionalmente la inmunizacién con o sin adyuvante, siendo el
adyuvante p. €j., Quil-A o cualquier otro adyuvante que aumente la respuesta inmune (c.f.
§170). _

Por lo tanto, en vista de las ensefianzas de D1, la materia objeto de las reivindicaciones 1, 2, 4,
5, 7,9,16-21 no puede considerarse novedosa a la luz del Articulo 33(2) del PCT.

4.2 D2 y D3, reivindican el uso de un conjugado de una toxina-Ag (solo o) en combinacién con un

adyuvante (reivindicaciones 1-7), siendo la toxina pref. STxB, VIxB o CTxB (reivindicacién 12)
en una vacuna (Fig.1, §11, §25, §26, §45, §46, §89).

Por lo tanto, en vista de las ensefianzas de D1, la materia objeto de las reivindicaciones 14,

16-21 no puede considerarse novedosa a la luz del Articulo 33(2) del PCT.

4.3 Se considera que la materia objeto de las reivindicaciones 6, 8, 10-15 es novedosa a la luz del

Artfculo 33(2), PCT.

Nivel inventivo (Articulo 33(3) del PCT)
La materia objeto de las reivindicaciones 6, 8, 10-15 parecerfa no involucrar nivel inventivo a
la luz del Articulo 33(3) del PCT por las siguientes razones:

D2 (o0 D3) puede ser considerado como el documento del estado de la técnica més cercano y
reclama el uso de un conjugado de una toxina-Ag solo o en combinacién con un adyuvante
(reivindicaciones 1-7), siendo la toxina pref. STxB, VIxB o CTxB (reivindicacién 12) en una
vacuna (Fig.1, §11, §25, §26, §45, §46, §89).

La materia objeto de las reivindicaciones 6, 10-15 difiere de D1 en que revela una
composicién de una vacuna que contiene un receptor Gb3 que se une al conjugado antigeno-
toxina, administrado junto con diferentes adyuvantes como sales metdlicas, emulsiones de
aceite en agua, agonistas de receptores tipo Toll, etc.

Por lo tanto, el problema técnico es proveer adyuvantes especificos para una composicién de
una vacuna que comprende un receptor Gb3 que se une al conjugado antigeno-toxina.

La (las) solucién(es) reivindicadas es/son los adyuvantes especificos listados en las
reivindicaciones 6, 10-15.

Partiendo del documento del arte previo mas cercano, D2 (o D3), podrfa parecer que para
proveer un adyuvante adecuado para mejorar la respuesta inmune al constructo STxB-Ag no
se necesitaran habilidades inventivas. La funcién de cualquier adyuvante ya es por
definicién, mejorar una reaccién inmune dada.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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Debido al hecho de que los constructos conjugados STxB-Ag acoplados por Cys son también
conocidos en el arte previo, c.f.p.ej, D4 (describe un portador polipeptidico universal para
direccionar directa o indirectamente a Gb3 y teniendo la férmula STxB-Z(n)-Cys), la adicién
de coadyuvantes a dicho constructo especifico tampoco requiere habilidades inventivas en
vista del arte previo més cercano.

Por consiguiente, la materia objeto de las reivindicaciones 6, 8, 10-15 parecerfa no involucrar
nivel inventivo a la luz del Articulo 33(3) del PCT.

6 Otras observaciones

6.1 En la dltima fase regional Europea las objeciones podrian ser realizadas contra cualquier
expresion en la descripcién tal como “...incorporado por referencia...” (p.ej., en pl4. dltimo
§-p15, 12) pues la ley regional de patentes requiere que la solicitud se contenga a s{ misma.

6.2 Contrario a los requisitos de l1a Regla 5.1 (a)(ii) del PCT, los antecedentes relevantes revelado
en D1-D3 aparentemente no es discutido/mencionado en la descripcién, ni los documentos
son allf identificados (Lineamientos 4.05).

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separadn) (Hoja 3) (EPO-Enero 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Infernational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2005005555

Box No.! Basis of the opinion

1. With regand to the language, this opinion has been established on the basis of the international application in
the language in which it was filed, uniess otherwise indicated under this ttem.

O This opinion has been established on the basis of a translation from the original language imo the foliowing
language , which Is the language of a translation fumished for the purposes of international search
{under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard 1o any nuclsotide andior amino ackd sequence disciosed in the intemational application and
necessaary o the claimed invention, this opinion has been established on the bazis of-

a. type of material:

B asequence listing
O mbia{s) related to the sequence listing
b. format of material:
E inwitten format
& in computer readabile form
¢. time of filingfumishing:
O contained In the intemetional application as filed.
0 fied together with the Intemational application in compuier readable form.

B wmished subsequently to this Authority for the purposes of gearch.

3. B In addition, in the case thet more than one version or copy of a saquenca liating andbr teble relating thersio
has been fled or fumished, the required statements that the information In the subsaquent or adkiltional
coples is identical to that In the application as flied or does not go beyond the applicaton as filed, as
appropriate, were fumnished.

4. Additional comments:

Form PCTASA/237 (Jenuary 2004)
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Intemnational application No.

Box No.l! Non-establlahment of opinion with regard to noveity, nventive step and industrial
applicablity

The

(m]
]

whether the claimed invantion appaars to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be Industrially applicable have not been examined in respect of:

the entire International appiication,
claima Nos. 1, 5-21 (all in part)

because:

the said intemeational application, or the said ciaims Nos. 19, 20 nelale to the following subject matter
which does not require an intemational preliminary examination {apecily):

800 separate shest

the description, claima or drawings (indicate particudar elemnenis below) or said claims Nos.  are s0
unciear that no meaningiul opinion could be formed {apecily}.

the claims, or eald claims Nos. are 80 inadequately supportad by the deacription that no maaningful opinion

could be formed.

no International search report has been establfished for the whole application or for sald claims Nos, 1, 5-21

(all In part)

the nuclectide andibr amino acid sequence Nsting does not comply with the standard provided for In Annax
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O

the computer readable form

O oo

has not been fumishad
does not comply with the etandard
has not been fumished
does not comply with the standard

the tables refatad to the nucleotide andbr amino acid sequence liating, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements providad for in Annex C-bés of the Adminisirative Instructions.

Sea separaie sheet for further details

Form PCTISA/ 237 (January 2004)
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Box No.Y Reasoned statement under Rule 43bis.1(a){) with regard to novelty, Inventive step or
such statoment

industrial spplicabliity; citations and explanations supporting

1. Statement
Novetty (N) Yas:
No:
Inventive step (IS) Yoa:
No:
Industrial applicabliity (LA) Yes:
No:

2. Cintions and explanations
see separate sheet

Form PCTIBA/237 (January 2004)
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WRITTEN PINION OF THE international application No.
INTERNATIONAL SEARCHING . )
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/005555
hem il

1 Non-establishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and Industrial
appiicability (Rule 67.1, PCT)
Claims 19, 20 relate to subject matter conskiered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(lv), PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicabllity of the subject matter of these claims (Article 34(4){a)(1), PCT).

2 Major Clarity problems (Article 6, PCT)

2.1 Claims 1, 5-21 are unclear in the sense of Article 6, PCT. The claims attempt to define
the subject-matter in terms of a desired property, l.e. immunologically functional
equivalent of STxB (Shiga toxin B subunit). Although these functional features can be
tested with the methods disclosed in the present application, the skilled person cannot
understand the definition of the claimed subject-matter, because the claimed compounds
are not limited by any structural definition and therefore no limits to the number of
compounds to be tested for the modulating activity exist. The claim does not provide any
critarfon to discriminate between known and novel compounds. Thus, the lack of clarity
is to such an extent that a meaningful search over the entire scope of said claims cannot
be carried out.

Consequently, the search and examination has been carried out for those parts of the

MAC  \ caims which appear to be clear in view of the description, namely those parts relating to

. - the B-subunit of STxB, VT18 and VT2B (c.f. p 4, §1) as well as Shiga like toxins able of
binding to the Gb3R (CD77R) having at least 50% amino acid sequenca identity to the B-
subunit of Shiga toxin (c.f. claim 1, 2).

lem V

3 Reference is made to the following documents:

D1 US 2002/012658 A1 (WILLIAMS JAMES A ET AL) 31 January 2002 (2002-01-31)

D2 US 2004/013881 A1 (GREEN ALLAN M) 22 January 2004 (2004-01-22)

D3 US 2002/081307 A1 (GREEN ALLAN M) 27 June 2002 (2002-06-27)

D4 WO 02/060837 A (INSTITUT CURIE; CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE; INSTITUT) 8 August 2002 (2002-08-08)

4 Noveity (Articie 33(2), PCT)
4.1 D1 discloses a vaccine comprising a fusion protein comprising a nontoxin protein

Form PCTASA/237 (Separaie Shewt) (Sheet 1) (EPO-Januasy 2004)
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sequence and at least a portion of a bacterial toxin, said bacterial toxin selected from
E.coli verotoxin 1 (VT1), VT2 and Shiga toxin (cl 42). Specifically bacterial toxin
B-subunits are used (c.f. cl 42, 43). The document further contemplates immunization
with or without adjuvant, the adjuvant being e.g. Quil-A or any other adjuvant Increasing
the immune response (c.f. §170).

Thus, in view of the teachings of D1, the subject matter of claims 1, 2,4, 5, 7, 9, 16-21
cannot be considered novel in the senss of Article 33(2), PCT.

4.2 D2 and D3, both claim the use of a toxin-Ag conjugate (alone or) in combination with an
adjuvant (claims 1-7), the toxin being pref. STxB, VTxB or CTxB (claim 12) in a vaccine
(Fig 1, §11, §25, §26, §45, §46, §89).

- Thus, in view of the teachings of D1, the subject maiter of claima 1-4, 16-21 cannot be
considered novel in the sense of Article 33(2), PCT.

4.3 The subject matter of claims 6, 8, 10-15 Is considered to be novel in the sense of Article
33(2), PCT.

5 Inventive step (Article 33(3), PCT)
The subject matter of claims 6, 8, 10-15 would not appear to Involve an inventive step in
the sense of Art. 33(3), PCT for the following reasons:

(or D3) can be conskiered to be the closast prior art document and claims the use of a
toxin-Ag conjugate alone or in combination with an adjuvant (claims 1-7), the toxin being
. pref. STxB, VTxB or CTxB (claim 12) in a vaccine (Fig 1, §11, §25, §26, §45, §46, §89).

The subject matter of claims 6, 10-15 differs from D1 In that it discloses a vaccine
composition comprising a Gb3 receptor binding toxin-antigen conjugate administered
together with different adjuvants such as metal salts, oil in water emulsions, Toll -like
receptor agonists, etc. :

Therefore, the technical problem is to provide specific adjuvants for a vaccne composition
comprising a Gb3 receptor binding toxin-antigen conjugate.

The claimed solution(s) Is/are the specific adjuvants listed in clalms 6, 10-15.

Starting from the closest prior art document D2 {or D3) it would appear that no inventive

skills would be necessary to provide a suitable adjuvant for enhancing the immune response
to the STxB-Ag construct. The function of any adjuvant Is already per definition

Form PCTASA/237 (Saparsie Sheef) (Sheet 2) (EPO-January 2004}
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the enhancement of a given immune reaction.

Due to the fact, that Cys coupled STxB-Ag conjugated constructs are also known in the prior
art, c.f. e.g. D4 (describes an universal polypeptidic camier for targeting directly or indirectly
to Gb3 and having the formula STxB-Z(n)-Cys) the addition of adjuvants to said specific
construct aiso does not require inventive skilis in view of the closest prior art.

Consequently, the subject matter of claims 8, 8, 10-15 would not appear to involve an
inventive step in the sense of Articie 33(3), PCT.

8 further remarks

8.1 In a later European regional phase objections might be raised against any expresasion
within the description such as "...Incorporated by reference...” (e.g.onp 14 last§-p 15,
| 2) as the regional patent law requires that the application is self-contained.

8.2 Contrary to the requirements of Rule 5.1(a)ll), PCT, the relevant background art
disclosed in D1-D3 would not appear to be mentioned/discussed in the description, nor
are these documents identified therein (Guldelines 4.05).

Form PCTAAANZ37 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-January 2004)



ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del Tratado de
Cooperacion en materia de Patentes PCT, atentamente me permito informar
a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio tal como fue presentado

originalmente en Fase Intemacional ha sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente sustentadas en la
descripcion de la presente invencién y en este sentido, no configuran una
ampliacién del invento o de la divulgacién contenida en la solicitud

presentada.
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VACUNAS CON ADYUVANTE QUE CONTIENEN LA SUBUNIDAD B DE LA TOXINA
SHIGA

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona una composicién para
vacuna que contiene la subunidad B de la toxina Shiga o un
equivalente inmunolégicamente funcional de ella, que es capaz de
fijar el receptor Gb3, que forma complejo con un antigeno, y que
contiene ademAs un adyuvante, siempre que cuando el adyuvante
sea solamente una sal metalica esté formulado de tal forma que no
mas de aproximadamente 50% del antigeno sea adsorbido en la sal
metalica. Estas composiciones proporcionan una respuesta
inmunolégica mejorada comparada con la de la toxina Shiga o con
un equivalente inmunolégicamente funcional de ella que forma
complejo con un antigeno sin ningun adyuvante, o un antigeno solo

con adyuvante.

4\
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VACUNAS C N ADYUVANTE QUE CONTIENEN LA SUBUNIDAD B DE LA TOXINA
SHIGA

La presente invenciéon proporciona composllclonos para vacuna
mejoradas, métodos para elaborarlas y su uso en medicina. En
particular, la presente Invencién proporciona composiciones de
vacuna con adyuvante que contienen la subunidad B de la toxina
Shiga o un equivalente funcional de ella, y un antigeno formulado
con un adyuvante.

La patente estadounidense numero 6613882 describe un
polipéptido quimérico de la formula: B--X, en donde B representa el
fragmento B de la toxina Shiga o un equivalente funcional de ella, y
X representa uno o mias polipéptidos de significacion terapéutica,
en donde dichos polipéptidos son compatibles con transporte
retrégrado mediado por B para asegurar el procesamiento o la
correcta direccién de X.

WO 02/060937 es una solicitud que describe un portador
polipéptido universal para apuntar directa o indirectamente al
receptor Gb3 y que tiene la férmula STxB-Z(n)-Cys; en donde StxB
es la subunidad B del fragmento B de la toxina Shiga, Z es un
enlazante aminoécido sin grupos suifhidrlio, n es 0, 1, 2 0o un
polipéptido, y Cys as Cisteina.

El desarrollo de vacunas que requieren una induccién
predominante de una respuesta celular es todavia un reto. Debldo

a que las células T CD8+, las células efectoras principales de |a

o1
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respuesta Inmunitaria celular, reconocen antigenos que son
sintetizados en células infectadas con patdgenos, la vacunacion
exitosa requiere la sintesis de antigenos inmundégenos en células
del vacunado. Esto puede lograrse con vacunas atenuadas en vivo,
sin embargo, ellas tarﬁbién presentan limitaciones significativas.
Primero, hay un riesgo de infeccién, ya sea cuando las vacunas son
inmunosuprimidas, o cuando el patégeno por si solo puede inducir
la inmunosupresiéon (por ejemplo, Virus de Inmunodeficiencia
Humana). Segundo, algunos patégenos son dificiles o imposibles
de cultivar en cultivo celular (por sjemplo, virus de la hepatitis C).
Otras vacunas existentes, tales como vacunas con células
completas Iinactivadas o_auxilladas con alumbre, vacunas con
subunidad de proteina recombinante, son inductores notablemente
deficlentes de respuestas de CD8.

Por estas razones, se ha estado desarrollando enfoques
alternativos: vacunas vivas vectorizadas, vacunas con ADN
plasmido, péptidos sintéticos o adyuvantes especificos. Las
vacunas vivas vectorizadas son buenas para inducir una respuesta
celular fuerte, pero la inmunidad pre-existente (por ejemplo
adenovirus) o Iinducida por vacuna contra el vector puede
comprometer la eficiencia de la dosis de vacuna adiclonal (Casimiro
et al, JOURNAL OF VIROLOGY, Junio 2003, p. 6305-6313). las
vacunas con ADN plasmido también pueden inducir una respuesta
celular (Casimiro ef al/, JOURNAL OF VIROLOGY, Junio 2003, p.

8305-8313), pero ésta permanece débil en los seres humanos (Mc
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Conkey ot a/, Nature Medicine 9, 729-735, 2003) y la respuesta del
anticuerpo es muy baja. Ademas, ios péptidos sintéticos se estén
evaluando actualmente en pruebas clinicas (Khong et al, J
Immunother 2004;27:472-477), pero la eficacia de estas vacunas
que codifican una cantidad limitada de epitopos de células T puede
sar obstaculizada por la aparicion de mutantes de escape de
vacunas o por la necesidad de seleccionar primero los pacientes
para la coincidencla de HLA.

Tamblén han sido descritos enfoques alternativos basados en
suminisiro de antigenos usando vectores no vivos tales como
toxinas bacterianas. El sistema de vectorizaclon con Shiga B
(STxB) esta basado en la subunidad B no téxica de la toxina Shiga.
Esta molécula tiene una cantidad de caracteristicas que parecen
predisponerla como un vector para presentaclén de antigeno:
ausencia de toxicidad, baja inmunogenicidad, apuntamiento a través
del receptor CD77 y capacidad para Introducir antigeno de carga en
la ruta de presentaciéon de antigeno restringida por mHC de clase 1
(Halcheur et al/ (2003) Int. Immunol 15 pp 1161-1171 ). En
particular, el enlace fisico de los antigenos a la subunidad B de la
toxina Shiga ha demostrado que induce respuestas de CD8
detectables en modelos de ratén (Haicheur et a/, 2000 Journal of
Immunology 165 pp 3301-3308; Halicheur et a/, 2003 Int. Immunol 15
pp 1161-1171 ). Sin embargo, esta respuesta requerla tres
inyecciones de cantidades grandes de antigeno (hasta 80 ug,

Haicheur et &/, 2003 Int. Immunol 15 pp 11681-1171), y no pudo ser

ok
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mejorada mezciandolo con adyuvante incompleto de Freund cuando
se administré intraperitonealmente. (Haicheur et a/, 2000 Journal of
Immunology 165 pp 3301-3308).

Estas limitaciones de antigenos de vacunas y sistemas de
suministro justifican la baGsqueda de nuevas composiciones para
vacunas. Los presentes Inventores han encontrado que la inclusion
de adyuvantes en composiciones que contienen la subunidad B de
la toxina Shiga o un equivalente funcional inmunolégicamente de
ellas, pueden tener un efecto beneficloso en I|la respuesta
inmunitaria resultante, en particular respuestas especificas de CD8.

Por lo tanto, |la presente invencién proporciona una
composicién para vacuna que contiene la subunidad B de la toxina
Shiga o un equivalente funcional inmunolégicamente de ella, que es
capaz de fijar el receptor Gb3, que forma complejo con un antigeno,
y que contiene adicionalmente un adyuvante, siempre que cuando el
adyuvante sea solamente una sal metdlica, esté formulado de tal
forma que no mas de aproximadamente 80% del antigeno sea
adsorbido en la sal metélica.

Los adyuvantes particulares son los que se selecclonan del
grupo de sales metalicas, emulsiones de acelte en agua, agonistas
del receptor de tipo toll, en particular agonista del receptor tipo toll
2, agonista del receptor tipo toll 3, agonista del receptor tipo toll 4,
agonista del receptor tipo toll 7, agonista del receptor tipo toll 8,
agonista del receptor tipo toll 9), saponinas o combinaciones de

ellas con la condicién de que se usen sales metalicas solamente en
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combinacién con otro adyuvante y no solos, a menos que estén
formulados de tal forma que no mas de aproximadamente 60% del
antigeno sea adsorbldo en la sal metélica. Preferlblemente, no mas
de aproximadamente 50%, por ejemplo 40% del antigeno, es
adsorbido en la sal metalica. Preferiblemente, no méas del 50%, por
ejemplo, 40%, del antigeno, es adsorbido en la sal metalica, y en
una modalidad, no mas de aproximadamente 30% del antigeno es
adsorbido en la sal metélica. El nivel de anticuerpo adsorbido en la
sal metédlica puede ser determinado mediante técnicas blen
conocidas en |la materia, tales como el método establecido en el
ejemplo 1.5. el nivel de antigeno libre puede ser aumentado, por
ejemplo, formulando la composicién en la presencia de iones
fosfatados, tales como salina regulada fosfatada, o aumentando la
proporcién de antigeno con respecto a sal metéalica. En una
modalidad el adyuvante no Incluye una sal metdlica como unico
adyuvante. En una modalidad, el adyuvante no incluye una sal
metélica. En contraste con la situaclén demostrada en la técnica
anterior, los presente invenclén han demostrado la capacidad del
adyuvante de Freund incompieto para aumentar el efecto de la
toxina Shiga (o un equivalente funcional inmunolégicamente), y el
antigeno cuando tal composicioén no se administra
intramuscularmente. Ademaéas, esta mejora de la respuesta de CD8
so observa fécilmente después de una sola inyeccién y cuando se
usan dosis méas bajas de antigeno.

La subunidad B de la toxina Shiga y sus equivalentes
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inmunolégicamente funcionales se denominan aqul protelnas de la
invencién. Los equivalentes funcionales inmunolégicamente de la
subunidad B de la toxina Shiga se definen, como una proteina, tal
como una toxina, una subunidad de toxina o un fragmento funcional
de ella, sin limitacion a ellas, que es capaz de fijar el receptor Gba3.
Esta capacidad de fijacion puede ser determinada siguiendo el
procedimiento de andlisls establecido en el ejemplo 1.2. Se cree
que la fljacién de Gb3 Induce el transporte apropiado del antigeno
de interés, y de esta forma promueve su presentacién de NHC clase
1. En una modalidad, estas proteinas tienen al menos 50% de
identidad de secuencia de aminoacidos, preferiblemente 60%, 70%,
80%, 90% o 95% de Identidad en el nivel aminoacido con respecto a
la forma madura de la subunidad B de la toxina Shiga.

Estos equlvalentes funcionales inmunoléglcamente incluyen la
subunidad B de toxinas aisladas de una variedad de especies de
Shigella, en particular Shigella dysenteriae. Adicionalmente, los
equivalentes funcionales inmunolégicamente de la subunidad B de
la toxina Shiga incluyen toxinas homdélogas que son capaces de fijar
el receptor Gb3 de otras bacterias, cuyas toxinas preferiblemente
tienen al menos 50% de Identldad de secuencla de aminoécidos con
respecto a la subunidad B de la toxina Shiga. Por ejamplo, la
subunidad B de la verotoxina 1 (VT1) de E. coli es Idéntica a la
subunidad B de la toxina Shiga. VT1 y VT2 de E. col/l se conocen
porque fljJan el receptor Gb3 y pueden ser usadas en el contexto de

la presente invencidén, asl como también otras toxinas similares a
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Shiga producidas por otras bacterias. en el contexto de la
invencién, la palabra toxina significa toxinas que han sido
destoxificadas de tal forma que ya no sean téxicas para los seres
humanos, o una subunidad de toxina o fragmento de ella que esta
sustancialmente desprovista de actlvidad téxica en los seres
humanos.

Las composiciones para vacuna de la invencion son capaces
de mejorar una respuesta inmunitaria especifica de CD8. La mejora
se mide observando |la respuesta a una composicién de la invencion
que contiene un antigeno que forma complejo con una proteina de
la invencién y un adyuvante cuando se compara con la respuesta a
una composicién que contiene un antigeno que forma complejo con
respecto a una protelna de la invencién sin adyuvante, o la
respuesta a una formulacién que contiene un antigeno con
adyuvante. La mejora se puede definir como un aumento en el nivel
de respuesta inmunitaria, la generacién de una respuesta
inmunitaria equivalente con una dosis mas baja de antigeno, un
aumento en la calidad de la respuesta inmunitaria, un aumento en la
persistencia de la respuesta inmunitaria, o cualquler combinacién
de los anteriores. Una mejora como esta puede observarse
después de una primera inmunizacién, y/o puede ser observada
después de inmunizaciones subsiguientes.

En una modalidad de la invencién, se puede usar bajas dosis
de antigeno (tan bajas como 8 ng de antigeno para un ratén), para

aumentar esta respuesta inmunitaria. En esta modalldad, el
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antigeno auxiliado, que forma complejo con una proteina de la
invencidn, puede inducir una respuesta primaria de CD8 (segin se
mide mediante tincibn con tetramero, tincidn con citocina
intracelular y actividad citotéxica /n vivo), que es persistente
cuando se compara con un antigeno auxiliado que no esta formando
complejo con una protelna de la invencién, o un antilgeno que esta
formando complejo con una proteina de la Invenclén, pero sin
adyuvante, los cuales son capaces de aumentar una respuesta
persistente.

La respuesta inmunitaria de CDB8 decrece con el tiempo:
después del pico, hay una fase de contraccién en donde la mayor
parte de las células efectoras mueren, mientras que las células de
recuerdo sobreviven. El| establecimiento de esta poblacién de
células T que responden al recuerdo se aprecla tanto por la
deteccién de células especificas para el antigeno a largo plazo
como por su capacldad para ser reforzadas.

Preferiblemente, el adyuvante se selecclona del grupo que
consiste en: un lipldo A de saponina o derlvado de él, un
oligonucledtido inmunoestimulador, un fosfato de
alquilglucosaminida, o combinaciones de ellos. Un adyuvante
preferido adicional es una sal metalica en combinaclén con otro
adyuvante. Se prefiere que el adyuvante sea un agonista del
receptor de tipo toll, en particular un agonista de un receptor tipo
toll 2, 3, 4, 7, 8 0 9, o una saponina, en particular Qs21. Se

prefiere ademé&s que el sistema adyuvante contenga dos o mas
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adyuvantes de la lista anterior. En particular, |las combinaciones
contienen preferiblemente un adyuvante de saponina (en particular
QS21) y un agonista del receptor 4 de tipo toll tal como lipido A
monofosforilado o su derivado 3 desacilado, 3D-MPL, o una
saponina (en particular QS21) y un ligando del receptor 4 de tipo
toll tal como un fosfato de alquil glucosaminida.

Los adyuvantes particularmente preferidos son combinaciones
de 3D-MPL y Q821 (WO 95/17210, WO 98/56414), o 3D-MPL
formulados con otros portadores (EP 0 689 454 B1). Otros sistemas
adyuvantes preferidos comprenden una combinacién de 3 D MPL,
QS21 y un oligonucleétido CpG tal como el que se describe en US
6558670, US 6544518.

En una modalidad, sl adyuvante es un ligando del receptor de
tipo toll (TLR) 4, preferiblemente un agonista tal como un derivado
de lipildo A, particularmente Ilpidc A monofosforilado o mas
particularmente Iipido A monofosforilado 3 desacilado (3D - MPL).

El 3 D - MPL es comerclalizado bajo la marca comercial
MPL® por Corixa Corporation y promueve primordialmente las
respuestas de las células T CD4+ con un fenotlpo IFN-g (Th1).
Este puede ser producido de acuerdo con los métodos descritos en
GB 2 220 211 A. Quimicamente es una mezcla de llpido A
monofosforilado 3 desacllado con cadenas 3, 4, 5 o 6 aciladas.
Preferibleamente en las composiciones de la presente invenciéon se
usa particula pequefa de 3 D - MPL. La particula pequefia 3 D -

MPL tiene un tamafio de particula tal que puede ser esterilizada por
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filtracidn a través de un filtro de 0.22 um. Estas preparacliones se
describen en la solicitud de patente Internacional nidmero WO
94/21292. Los derivados sintéticos del lipido A son conocidos, y se
piensa que son agonistas de TLR 4 Incluyendo, pero no limitados a:

OM174 (2-desoxi-6-0-[2-desoxi-2-[(R)-3-dodecanoiloxitetra-
decanollamino]-4-o-fosfono-#-D-glucopiranosil]-2-[{R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]-a-D-glucopiranosildihidrogenfosfato),
(WO 95/140286).

OM 294 DP (3S,9R)-3--[(R)-dodecanociloxItetradecanoilamino]-
4-oxo-5-aza-9(R)-[(R)-3-hidroxitetradecanocllamino]decan-1,10-
diol,1,10-bis(dihidrogenofosfato) (WO99 /64301 y WO 00/0462).

OM 197 MP-Ac DP (3S8-,9R)-3-[(R)-
dodecanoiloxitetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-8-[(R)-3-
hidroxitetradecanoilamino]decan-1,10-diol,1-dlhidrogenofosfato 10-
(6-aminohexanoato) (WO 01/46127)

Otros ligandos TLR4 que se puede usar son los fosfatos de
alquil glucosaminida (AGP), tales como los que se describen en
WO08850399 o en USB8303347 (también se describen procesos para
la preparacién de AGP), o sales de AGP aceptables para uso
farmacéutico, tales como las que se describen en US 6764840.
Algunos AGP son agonistas de TLR4, y algunos son antagonistas de
TLR4. Se piensa que ambos son Gtiles como adyuvantes.

Otro inmunoestimulante preferido para su uso en la presents
invencién es Quil A y sus derivados. Quil A es una preparacién de

saponina aislada del arbol sudamericano Quilaja Saponaria Molina,

63
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y fue descrito primero como que tenla actividad adyuvante por
Dalsgaar et al. en 1974 ("Saponin adjuvants", Archiv. fir die
gesamte Virusforschung, Vol. 44, Springer Verlag, Berlin, p243-
254). Se ha aislado fragmentos purificados de Qull A mediante
HPLC, los cuales mantienen la actividad sin la toxicidad asociada
con Quil A (EP 0 362 278), por ejemplo QS7 y QS21 (también
conocido como QA7 y QA21). QS-21 es una saponina natural
derivada de la corteza de Qulllaja saponaria Molina, la cual induce
la respuesta de las células T citotéxicas CD8+ (CTL), células Th1 y
un anticuerpo IgG2a predominante, y es una saponina preferida en
el contexto de la presente invenclon.

Se ha descrito formulaciones particulares de QS21 que son
particularmente preferidas, estas formulaciones contienen ademés
un esterol (WO 88/33739). Las saponinas que forman parte de la
presente invencién pueden ser separadas en la forma de micelos,
micelos mezclados (preferiblemente, pero no exclusilvamente, con
sales de bilis) o pueden estar en la forma de matrices ISCOM (EP 0
109 942 B1), liposomas o estructuras coloidales tales como
complejos tipo gusano o tlpo anillo o estructuras con capas lipldas y
laminillas cuando se formulan con colesterol y l[pidos, o en la forma
de un aceite en emulsidén acuosa (por ejemplo como en WO
95/17210). Las saponinas pueden estar asociadas preferiblemente
con una sal metélica, tal como hidréoxldo de aluminio o fosfato de
aluminio (WO 98/15287). Preferiblemente, la saponina se presenta

en la forma de un liposoma, ISCOM o un aceite en emulsion acuosa.
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Los oligonucleétidos Inmunoestimuladores o cualquier otro
agonista del receptor tipo toll 9, se pueden usar también. Los
oligonucleétidos preferidos para su uso en adyuvantes o vacunas de
la presente Invencién son ollgonucledtidos que contienen CpG,
preferiblemente que contienen dos o méas motivos CpG dinucledéticos
separados por al menos tres, més preferiblemente al menos seis o
méas nuclebétidos. Un motivo CpG es un nucledtido de citosina
seguido por un nucleétido de guanina. Los oligonucleétidos de CpG
de la presente invencién tipicamente son desoxinucledtidos. En
una modalidad preferida, el internucleétido en el oligonucledtido es
fosforoditioato, o mas preferiblemente un enlace fosforotioato, si
bien los enlaces fosfodiéster y otros enlaces internucleétidos estan
dentro del alcance de la invencién. Tamblén estan Incluldos dentro
del alcance de la Invencion los oligonucle6tidos con eniaces
internucledétidos mixtos. Los métodos para producir
oligonucledtidos fosforotioato o fosforoditioato se describen en US
5,666,153, US 5,278,302 y WO 95/26204.

Los ejemplos de los oligonucleédtidos preferidos tienen las
siguientes secuencias. Las secuencias preferiblemente contienen
enlaces internucledtidos modifilcados con fosforotioato.

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

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

OLIGO 3(SEQ ID N0:3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC
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GGC ACC ACG

OLIGO 4 (SEQ ID NO0:4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC
GTT (CpG 2008)

OLIGO 5 (SEQ ID NO:5): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT
(CpG 1688)

OLIGO 6 (SEQ ID NO:6): TCG ACG TTT TCG GCG CGC GCC
G (CpG 5458)

Los oligonucleétidos CpG alternativos pueden contener las
secuencias preferidas anteriores, en las que hay deleciones o
adiciones a ellas sin consecuencias.

Los oligonucledtidos CpG utllizados en la presente invencion
pueden ser sintetizados mediante cualquier método conocido en la
materia (por ejemplo, véase EP 468520). De manera convenients,
estos oligonucledtidos pueden ser sintetizados utllizando un
sintetizador automatico.

Los ejemplos de un agonista de TLR2 incluyen peptidoglican o
lipoproteina.

Las Imidazoquinolinas, tales como Imiquimod y Resiquimod,
son agonistas de TLR7 conocidos.

El ARN monocatenario también es un agonista de TLR
conocido (TLR8 en seres humanos y TLR7 en ratones), mlentras
que el ARN bicatenario y el poll IC (4cido poliionsinlco-policitiilico -
un imitador sintético comercial del ARN viral), son ejemplos de
agonistas de TLR3. EI 3D-MPL es un ejemplo de un agonista de

TLR4, mlentras que el CPG es un sjemplo de un agonista de TLRS.
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En una modalidad, la subunidad B de la toxina Shiga o
equivalente de ella funcional inmunolégicamente, y el antigeno,
forman juntos un complejo. Por formar un complejo se quiere decir
que la subunidad B de la toxina Shiga o su equivalente funcional y
el antigeno estadn asoclados flsicamente, por eJemplo por medio de
una interacclén electrostitica o hidrofébica o un enlace covalents.
En una modalldad preferida, la subunidad B de la toxina Shiga y el
antigeno esté4n unidos covalentemente ya sea como proteina de
fusién (Haicheur et a/, 2000 Journal of Immunology 185 pp 3301-
3308) o ligados por medlo de un residuo de cistelna en la forma que
se descrlbe en WO 02/060837 (supra). En modalidades de Ila
invenclén, méas de un antigeno estd lljgado a cada molécula de
toxina B, tal como 2,3,4,5 6 moléculas de antigeno por toxina B.
Cuando estd presente méas de un ingrediente, estos antigenos
pueden ser todos los mismos, uno 0 mas pueden ser diferentes de
los otros, o todos los antigenos pueden ser diferentes uno del otro.

El antigeno por sl solo puede ser un péptido, o una proteina
que comprende uno o mas epltopos de interés. Una modalidad
preferida es que el antigeno se seleccione de tal forma que cuando
se formula en la manera contemplada por la Invencidén, proporciona
Inmunidad contra los patégenos Intracelulares, tales como VIH,
tuberculosis, Clamidia, VHB, VHC, e Influenza. La presente
Invenciéon también encuentra utilldad con antigenos que pueden
originar respuestas inmunitarias relevantes contra trastornos

benignos y proliferativos tales como cédnceres.

&
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Preferiblemente, las formulaciones para vacuna de la presente
invencién contienen un antigeno o una composicion antigena capaz
de desencadenar una respuesta Inmunitarla contra un patdégeno
humano, cuyo antigeno o composiclon antigena proviene del VIH-1
(tal como gag o fragmentos de ella, p24, tat, nef, envoitura tal como
gp120 o gp160, o fragmentos de cualqulera de ellas), virus de
herpes humano, tales como gD o derlvados de ellos o proteina
temprana Inmediata tal como ICP27 de VSH1 o VSH2,
citomegalovirus (esp humano) (tal como gB o derivados de elia),
antigeno rotaviral, virus de Epstein Barr (tal como gp350 o
derivados de ella), virus de Varicella Zoster (tal como gpl, Il y
IE63), o de un virus de hepatitis tal como el virus de hepatitis B (por
eJemplo antigeno superficial de hepatitis B o un derlvado de él), o
antigenos del virus de hepatitis A, virus de hepatitis C y virus de
hepatitis E, o de otros patdgenos virales, tales como paramixovirus:
virus respiratorio sincitlal (tales como proteinas F G y N o sus
derivados), virus de parainfluenza, virus del sarampiodn, virus de
paperas, virus del papiloma humano (por eJemplo VPH 6, 11, 16, 18)
flavivirus (por ejemplo, virus de la flebre amarilla, virus del dengue,
virus de encefalitls transmitida por garrapatas, virus de encefalitls
japonesa) o virus de la Influenza o sus proteinas purificadas o
recombinantes, tales como proteinas HA, NP, NA, o M, o
combinaciones de ellas), o provenientes de patégenos bacteriales
tales como Neisseria spp, incluyendo N. gonorrhea y N. meningitidis

(por eJemplo, proteinas filadoras de transferrina, proteinas fijadoras
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de lactoferrina, PIIC, adhesinas); S. pyogenes (por eJemplo
proteinas M o fragmentos de ellas, proteasa C5A), S. agalactiae, S.
mutans; H. ducreyi; Moraxella spp, incluyendo M catarrhalis,
también conocida como Branhamelila catarrhalis (por ejemplo
adhesinas e Invasiones de alto y de bajo peso molecular);
Bordetella spp, Incluyendo B. pertussis (por eJemplo pertactina,
toxina de pertusis o sus derivados, hemaglutinina fllamentosa,
adenilato ciclasa, fimbriae), B. parapertussis y B. bronchiseptica,;
Mycobacterlum spp., incluyendo M. tuberculosis (por ejemplo
ESATS, Antigeno 85A, -B o -C), M. bovis, M. leprae, M. avium, M.
paratuberculosis, M. smegmatis; Legionella spp, incluyendo L.
pneumophila; Escherichla spp, incluyendo E. coli enterotdxica (por
ejemplo factores de colonizacién, toxina labil al calor o sus
derivados, toxina estable al calor o sus derilvados), E. coli
enterohemorrdgica, Vibrio spp de E. coli enteropatégena,
incluyendo V. cholera (por ejemplo toxina del célera o sus
derivados); Shigella spp, Incluyendo S. sonnel, S. dysenteriae, S.
flexneril; Yersinla spp, incluyendo Y. enterocolitica (por eJemplo una
proteina Yop), Y. pestis, Y. pseudotuberculosis; Campylobacter spp,
incluyendo C. jejuni (por ejemplo toxinas, adhesinas e Invasinas) y
C. coll; Salmonella spp, Incluyendo 8. typhi, S. paralyphi, S.
choleraesuis, S. enteritidis; Listeria spp., Incluyendo L.
monocytogenes; Hellcobacter spp, incluyendo H. pylori (por ejemplo
ureasa, catalasa, toxina vacuolante); Pseudomonas spp, incluyendo

P. aeruginosa; Staphylococcus spp., Incluyendo S. aureus, S.
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epidermidis; Enterococcus spp., incluyendo E. faecalis, E. faeclum;
Clostridium spp., Incluyendo C. tetani (por ejemplo toxina del tétano
y sus derivados), C. botulinum (por eJemplo toxina botulinica y sus
derivados), C. difficile (por eJemplo toxinas A o B de Clostridium y
sus derivados); Bacllius spp., Incluyendo B. anthracis (por ejemplo
toxina t.)otullnlca y sus derivados); Corynebacterium spp.,

incluyendo C. diphtheriae (por ejemplo toxina de difteria y sus

derivados); Borrelia spp., incluyendo S. burgdorferl (por ejomplol-‘

OspA, OspC, DbpA, DbpB), S. garinli (por ejemplo OspA, OspC,
DbpA, DbpB), B. afzelil (por ejemplo OspA, OspC, DbpA, DbpBJ, S.
andersonii (por ejemplo OspA, OspC, DbpA, DbpB), B. hermsil,
Ehrlichia spp., incluyendo E. equi y el agente de la ehrlichiosis
granulocitica humana; RIckettsia spp, incluyendo R. rickettsii;
Chlamydia spp., Incluyendo C. trachomatis (por ejemplo MOMP,
proteinas filadoras de heparina), C. pneumoniae (por ejemplo
MOMP, proteinas fljadoras de heparina), C. psittac/, Leptospira
spp., incluyendo L. interrogans; Treponema spp., incluyendo T.
pallidum (por ejemplo las protelnas raras de la membrana exterlor),
T. denticola, T. hyodysenteriae; o provenientes de parésitos tales
como Plasmodium spp... incluyendo P. falciparum; Toxoplasma spp.,
Incluyendo T. gondll (por ejemplo SAG2, SAG3, Tg34); Entamoeba
spp., Incluyendo E. histolytica; Babesia spp., Incluyendo B. microtl;
Trypanosoma spp., Incluyendo T. cruzi; Giardia spp., Incluyendo G.
lamblia; Leshmania spp., Incluyendo L. major; Pneumocystis spp.,

incluyendo P. carinii; Trichomonas spp., incluyendo T. vaginalis;

A
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Schisostoma spp., incluyendo S. mansonl, o derlvadas de levadura,
tales como Candida spp.. incluyendo C. albicans; Cryptococcus
spp., Incluyendo C. neoformans.

Otros antigenos especificos preferidos para M. tuberculosis
son por e;emplo Tb Rai12, Tb H9, Tb Ra35, Tb38-1, Erd 14, DPV,
MTI, MSL, mTTC2 y hTCC1 (WO 99/51748). Las protelnas para M.
tuberculosis tamblén Incluyen proteinas de fuslén y varlantes de
ellas en donde al menos dos, preferiblemente tres polipéptidos de
M. tuberculosis estadn fusionados en una proteina mas grande. Las
fusiones preferidas incluyen Ra12-TbH9-Ra35, Erd14-DPV-MTI,
DPV-MTI- MSL, Erd14-DPV-MTI-MSL-mTCC2, Erd14-DPV-MTI-MSL,
DPV-MTI-MSL-mTCC2, TbH9-DPV-MTI (WO 99/51748).

Los antigenos més preferidos para Clamidia Incluyen por
ejemplo la protelna de alto peso molecular (HMW) (WO 99/17741),
ORF3 (EP 366 412), y las supuestas proteinas de membrana (Pmp).
Otros antigenos para Clamidia de la formulacién para vacuna
pueden seleccionarse del grupo que se describe en WO 99/28475.

Las vacuna bacteriales preferidas contienen antigenos
provenlentes de Streptococcus spp. Incluyendo S. pneumoniae (por
ejemplo, PsaA, PspA, estreptolisina, proteinas fljadoras de colina) y
el antigeno de protelna Pneumolisina (Biochem Blophys Acta, 1988,
67, 1007; Rubins et al., Microbial Pathogenesis, 25, 337-342), y sus
derlvados mutantes destoxificados (WO 90/06951; WO 99/03884).
Otras vacunas Dbacteriales preferldas contlenen antigenos

provenientes de Haemophilus spp., incluyendo H. influenzae tipo B,

M
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H. influenzae no tipeable, por ejemplo OMP26, adhesinas de alto
peso molecular, P5, P68, protelna D y lipoproteina D, y fimbrina y
péptidos derivados de fimbrina (US 5,843,464) o variantes de
miultiples copias o proteinas de fusidén de ellas.

Los derivados del antigeno superficial de la hepatitis B son
blen conocidos en la técnica, e incluyen, entre otros, los antigenos
S PreS1, PreS2 que se describen en las solicltudes de patente
europea EP-A-414 374; EP-A-0304 578, y EP 198-474. En un
aspecto preferido, la formulacién para vacuna de la invencidn
contlene el antigeno VIH-1, ¢gp120, especlalmente cuando se
expresa en células CHO. En una modalidad adicional, la
formulacién para vacuna de la invencion contlene gD2t tal como se
definié aqul anteriormente.

En una modalidad preferida de la presente invencion las
vacunas que contlenen el adyuvante que se reivindica contlenen
antigeno derivado del virus del papiloma humano (VPH),
conslderado responsable de verrugas genitales (VPH 6 o VPH 11 y
otros), y los virus del VPH responsables del cancer cervical (VPH
16, VPH 18 y otros).

Las formas particularmente preferidas de Ila vacuna
profildctica o terapéutica para verrugas genitales contlene proteina
L1, y proteinas de fusién que contlenen uno o mas antigenos
seleccionados de las proteinas del VPH E1, E2, E5, E6, E7, L1 y
L2.

Las formas méas preferidas de proteina de fusién son: L2E7
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tal como se describe en WO 96/28277, y la proteina D(1/3)-E7
descrita en WO88/10375.

Una composliclén preferida para vacuna profilactica o
terapéutica contra infecclén cervical o cancer por VPH, puede
contener antigenos de VPH 16 o 18.

Los antigenos de VPH 18 particularmente preferidos contienen
las proteinas tempranas R8 o E7 en fusiébn con un pbrtador de
proteina D para formar fuslones de proteina D - EB o0 E7 de VPH18§,
o combinaciones de ellos, o combinaclones de E6 o de E7 con L2
(WO 96/26277).

Alternativamente, las proteinas tempranas E8 y E7 del VPH 16
o 18, pueden ser presentadas en una sola molécula,
preferiblemente una proteina de fusién D-EB/E7. Esta vacuna
puede contener opclonalmente cualqulera o ambas proteinas E6 y
E7 del VPH 18, preferiblemente en la forma de una protelna de
fusiéon Proteina D - EB o Protelna D - E7 o una proteina de fusién D
EG6/ET.

La vacuna de |a presente Invencién puede contener
adicionalmente antigenos de otras cepas de VPH, preferiblemente
de cepas de VPH 31 o 33.

Las vacunas de la presente invencién contienen ademas
antigenos derivados de parasitos que causan maiaria, por eJemplo,
antigenos de Plasmodia falciparum incluyendo proteina
cilrcumsporozoita (proteina CS), RTS18, MSP1 , MSP3, LSA1, LSA3,
AMA1 y TRAP. La RTS es una proteina hibrida que contlene
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sustancialmente toda la parte del terminal C de la protelna
circumsporozoita (CS) de P.falciparum Ililgada por cuatro
aminoéacidos de la parte preS2 del antigeno superficial de la
hepatitis B al antigeno superficial (§) del virus de la hepatitis B. Su
estructura completa se describe en la solicitud de patente
Internacional nimero PCT/EP982/02591, publicada bajo el namero
WO 983/10152, la cual reclama prioridad sobre la solicitud de
patente UK No. 9124380.7. Cuando se expresa en levadura, la RTS
es producida como una particula de lipoproteina, y cuando se co-
expresa con el antigeno S8 del VBH produce una particula mixta
conocida como RTS,S. Los antigenos TRAP estan descritos en la
solicltud de patente internacional No. PCT/GB88/008985, publicada
bajo el nimero WO 80/0149868. Los antigenos de Plasmodia que son
candidatos probables para ser componentes de una vacuna
multietapas para la Malaria son P. falciparum MSP1 , AMA1 , MSP3,
EBA, GLURP, RAP1 , RAP2, Secuestrina, PFEMPIl , Pf332, LSA1 ,
LSA3, STARP, SALSA, PfEXPI , Pfs25, Pfs28, PF827/25, Pis186,
Pfs48/45, Pfs230 y sus andlogos en Plasmodium spp. Una
modalidad de |la presente Invencidén es una vacuna contra la Malaria
en donde la preparacién de antigeno contiene RTS,S o proteina CS
o un fragmento de ella tal como la porcién CS de RTS,S, en
combinaclén con uno o mas antigenos maléaricos, cualquiera o
ambos de los cuales pueden estar unidos a la subunidad B de la
toxina Shiga de acuerdo con la invencién. EIl uno o més antigenos

maléricos adlclonales pueden ser seleccionados, por eJemplo, del
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grupo que consiste en MPS1 , MSP3, AMA1 , LSA1 o LSA3.

Las formulaciones también pueden contener un antigeno antl-
tumoral y pueden ser ltiles para el tratamiento inmunoterapéutico
de cédnceres. Por ejemplo, la formulacién adyuvante encuentra
utilidad con antigenos para el rachazo de tumores tales como los de
préstata, mama, colorectal, pulmén, pancreatico, renal o melanoma.
Los ejemplos de antigenos incluyen MAGE 1 y MAGE 3 u otros
antigenos MAGE (para el tratamiento de melanoma), PRAME,
BAGE, o GAGE (Robbins y Kawakaml, 1888, Current Opinions In
Immunology 8, pps 628-836; Van den Eynde et al., International
Journal of Clinical & Laboratory Research (presentado en 1997);
Correale et al. (1997), Journal of the Natlonal Cancear Institute 89,
p293. Sin duda, estos antigenos se expresan en una amplia gama
de tlpos de tumores tales como melanoma, carcinoma de puimén,
sarcoma y carcinoma de vejlga. Otos antigenos especificos para
tumores son apropiados para su uso con los adyuvantes de la
presente invencién e incluyen gangliésidos especificos para tumor,
pero no estén restringidos a ellos, antigeno especlifico para préstata
(PSA), o Her-2/neu, KSA (GA733), PAP, mamaglobina, MUC-1,
antigeno carcinoembriénico (CEA). De acuerdo con esto en un
aspecto de la presente Invenclén se proporciona una vacuna que
contiene una composicién adyuvante de acuerdo con la Invenclén y
un antigeno para el rechazo de tumor.

Un aspecto particularmente preferido de la presente Invencién

es que las vacunas contlenen un antigeno para un tumor tal como

¥
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canceres de préstata, de mama, colorectal, de pulmén, pancreéatico,
renal, ovarico o melanoma. De acuerdo con esto, las formulaciones
pueden contener antigeno asociado con el tumor, asl como también
antigenos asociados con mecanismos de soporte tumoral (por
ejemplo, angiogénesis, invasion tumoral). Adiclonalmente, los
antigenos particularmente relevantes para las vacunas en la terapla
de céncer también comprenden antigeno de membrana especifico
par préstata (PSMA), antigeno para células madre de préstata
(PSCA), tirosinada, survivina, NY-ESO1, prostasa, PS108 (WO
98/505687), RAGE, LAFE, HAGE. Adiclonalmente, dicho antigeno
puede ser una hormona auto péptida tal como una hormona
liberadora de la hormona gonadotropina de longitud completa
(GnRH, WO 95/20600), un péptido corto de 10 aminoéacidos de
longitud, Gtil en el tratamlento de muchos cénceres, o en
Inmunocastracion.

Las vacunas de la presente invencién pueden usarse para la
profilaxis o terapia de alergia. Estas vacunas podrian contener
antigenos especificos para el alergeno, por ejemplo Der p1.

La cantidad de antigeno en cada dosls de vacuna
seleccionada es una cantidad que Induce una respuesta
inmunoprotectora sin efectos colaterales adversos significativos en
vacunados tipicos. Esta cantidad variarA dependiendo de qué
Inmunégeno especifico se emplea y de como se presenta. Cuando
una composiclén contlene una sal metalica como dnico adyuvante,

un conocedor de la materia se dara cuenta de que el nivel de
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antigeno llbre (medido, por ejemplo, mediante el método
establecido en el sjemplo 1.5) seré la cantidad determinante para la
inmunoproteccién.

Generalmente, se espera que cada dosis humana contendréa
desde 0.1 hasta 1000 ug de antigeno, preferiblemente desde 0.1
hasta 5§00 ug, preferiblemente desde 0.1 hasta 100 pg, mucho més
preferible desde 0.1 hasta 50 ug. Una cantidad 6ptima para una
vacuna particular se puede determinar mediante estudios estandar
que Involucran la observacién de respuestas inmunitarias
apropiadas en sujetos vacunados. Después de una vacunacion
Inicial, los sujetos pueden reclbir una o varlas inmunizaciones de
refuerzo separadas adecuadamente. Una formulacién para vacuna
como esta puede aplicarse a una superficie mucosa de un mamifero
en un régimen de vacunacién sensibilizadora o de refuerzo, o
alternativamente se puede administrar sistémicamente, por ejemplo
por via transdérmica, subcutdnea o intramuscular. Se preflere la
administracion Intramuscular.

La cantidad de 3 MPL usada generalmente es pequefia, pero
dependiendo de la formulaclén de |la vacuna puede estar en la
regiéon de 1 a 1000 pg por dosis, preferiblemente de 1 a 500 pg por
dosis, y méas preferiblemente entre 1 y 100 ug por dosis.

La cantidad de oligonucleétidos CpG o Inmunoestimuladores
en los adyuvantes o vacunas de la presente invencién generalmente
es pequefa, pero dependiendo de la formulacién de la vacuna

puede estar en la regién de 1 a 1000 pg por dosis, preferiblemente
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de 1 a 500 pug por dosis, y mas preferiblemente entre 1 y 100 ug por
dosls.

La cantidad de saponina para su uso en los adyuvantes de la
presente Invencidén puede estar en la regién de 1 a 1000 ug por
dosis, preferiblemente de 1 a 500 pug por dosis, mas preferiblemente
de 1 a 250 ug por dosls, y mucho méas preferiblemente entre 1 y 100

pg por dosis.

Las formulaciones de la presente Invencién pueden usarse
tanto para propdésitos profilacticos como terapéuticos. De acuerdo
con esto, la invencién proporciona una composicién para vacuna
como la que se describe aqul, para su uso en medicina.

En una modalldad adicional, se proporciona un método para
tratar a un individuo susceptible de sufrir de una enfermedad
mediante la administracién de una composiciéon sustancialmente tal
como la que se describe aqul.

También se proporciona un método para prevenir que in
Individuo contraiga una enfermedad seleccionada del grupo que
comprende enfermedades Infecciosas bacteriales y virales,
enfermedades parésitas, particularmente enfermedad patégena
intracelular, enfermedades proliferativas tales como cénceres de
préstata, mama, colorectal, de pulmén, pancreético, renal, de ovario
o melanoma; trastornos no cancerosos crénicos, alergla, que
comprande la administraclén de una composiclén sustancialmente
tal como la que se describe aqul a dicho individuo.

Adiclonalmente, se describe un método para inducir una
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respuesta inmunitaria especifica para un antigeno de CD8+ en un
mamlifero, el cual comprende administrar a dicho mamlifero una
composiclon de la Invencién. Ademéas se proporciona un método
para la fabricaclon de una vacuna que comprende mezclar un
antigeno en combinacién con la subunidad B de la toxina Shiga o un
equivalente funcional Inmunolégico de ella mezclado con un
adyuvante.

Los eJemplos de excipientes aceptables farmacéuticamente
para su uso en las combinaciones de la presente invenclén
Incluyen, entre otros, agua, sallna regulada fosfatada, soluclones
reguladoras Isoténicas.

Todas las publicaciones, Incluyendo, sin limitacién a ellas,
patentes y solicltudes de patente, cltadas en esta especificacion,
estadn incorporadas aqul mediante referencla tal como si cada
publicaclén individual estuviera Indicada espeaclifica e
individualmente para ser incorporada aqui mediante refarencia
como si estuviera expuesta aqul en su totalldad.

La presente Invenciéon es ejemplificada mediante referencia a
los sigulentes ejemplos y figuras. En todas las flguras, se usd
adeno-ova (vector adenovirus que contiene protelna OVA) como un
control positivo en 1a primera Inyecclén. El P/B
(sensibllizador/refuerzo) es un control positivo con la primera
inyecclén de Adeno-Ova, y la segunda inyeccidn de refuerzo de
proteina Ova en AS A (AS H en la figura 6B).

Figura 1: Frecuencia de CD8 especifica para siinfekl en PBL
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7 dias después de la primera inyeccién con las vacunas AS A STxB
Ova y AS H STxB Ova.

Figura 2: Frecuencia de CD8 especifica para siinfekl en PBL
14 dias después de la primera Inyeccién con las vacunas AS A
STxB Ova y AS H STxB Ova.

Figura 3: persistencia de respuesta de células T efectoras
evaluada en PBL a través de células T CD8 productoras de citocina
especlifica para slinfekl el dia 15 después de la primera inyeccién
con las vacunas AS A STxB Ova y AS H STxB Ova.

Figura 4: persistencia de respuesta de células T efectoras
evaluada en PBL a través de células T CD8 productoras de citocina
especifica para el antigeno el dla 15 después de la primera
Inyecclén con las vacunas AS A STxB Ova y AS H STxB Ova.

Figura 5: respuesta de células T efectoras evaluada mediante
la actlvidad citotéxica detectada in vivo 15 dias después de la
primera inyeccién con las vacunas AS A STxB Ova y AS H STxB
Ova.

Figura 6: (A) Frecuencia de CD8 especifica para slinfekl en
PBL 47 dlas después de la segunda Inyeccién con las vacunas AS A
STxB Ova y AS H STxB Ova. (B) Cinética de la frecuencia de CD8
especifica para siinfekl en PBL desde el dia 0 hasta el dia 88.

Figura 7: respuesta de células T efectoras evaluada a través
de células T CD4 productoras de cltocina especifica para antigeno
en PBL 47 dias después de la segunda inyecciéon con las vacunas

AS Ay AS H STxB Ova.
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Figura 8: respuesta de células T efectoras evaluada a través
de células T CD8 productoras de citocina especifica para el
antigeno en PBL 47 dias después de la segunda Inyeccién con las
vacunas AS Ay AS H STxB Ova.

Figura 8: respuesta de células T efectoras evaluada mediante
la actividad citotoxica detectada /n vivo 47 dias después de la
segunda inyeccién con las vacunas AS A STxB Ova y AS H STxB
Ova.

Figura 10A: respuesta humoral 15 dias y 40 dias después de
la segunda Inyecclén con las vacunas AS A STxB Ova y AS H STxB
Ova.

Figura 10B: frecuencia de células B con recuerdo Anti-Ova
evaluadas en el bazo 78 dlas después de la segunda Inyeccion de
ASH STxB-OVA.

Figura 11: frecuencla de CD8 especifica para siinfekl en PBL
con vacunas AS A, AS F, AS D, AS E, STxB-ova 13 dias después de
la primera inyecclén.

Figura 12A: frecuencia de CDB8 especifica para siinfekl en PBL
con vacunas AS A, AS B, ASC,AS G, AS |, y AS H STxB-ova 15
dias después de la primera inyeccién.

Figura 12B: frecuencia de CDB especifica para siinfeki en PBL
con vacunas AS A, ASB,ASC,ASG,AS |, yAS H STxB-ova 6 dlas
después de la segunda inyecclén.

Figura 13: frecuencia de CD8 especlifica para siinfek! en PBL

para diferentes dosis de vacunas STxB-ova formuladas con la
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misma dosis de AS H.

Figura 14: evaluacién de la respuesta Inmunitaria inducida in
vivo por STxB-ova con AS J {dos dosis) o AS K medida en PBL 14
dlas después de la primera inyeccién. (A) frecuencla de CD8
especlifica para silnfekl. (B) frecuencia de CDB8 productoras de
citocina especlifica para el antigeno. (C) lisis especifica para
slinfekl detectada in vivo.

Figura 15: frecuencla de CD8 especifica para siinfekl en PBL
con vacunas AS L, AS G, AS M STxB-ova 14 dias después de la
primera Inyeccién.

Figura 16: frecuencia de CD8 especifica para siinfekl en PBL
con vacunas AS B, AS C, AS K, AS F o AS T STxB-ova 14 dlas
después de la primera inyeccion.

Figura 17: frecuencia de CD8 especifica para siinfekl en PBL
con vacunas AS B, AS N, AS | STxB-ova 14 dlas después de la
primera Inyeccién.

Figura 18: frecuencia de CD8 especifica para slinfekl ean PBL
14 dias después de la primera Inyeccién con vacunas AS G, AS O,
AS P, AS Q STxB-ova.

Figura 19: frecuencia de CDB especlfica para silnfekl en PBL
14 dias después de la primera Inyecclén con vacunas AS G, AS R,
AS S STxB-ova.

Figura 20: respuesta humoral detectada 15 dlas después de la
segunda inyeccion realizada ya sea 14 o 42 dias después de la

primera inyeccién con la vacuna AS A STxB-ova.
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Figura 21: frecuencia de CD8 especifica para siinfekl 14 dias
después de la primera inyeccién con las vacunas AS G, AS L, AS U,
AS V STxB.

Figura 22: frecuencla de CD8 especiflca para siinfekl 14 dias

después de la primera inyeccioén con las vacunas ASW1, ASW2-ova.

EjJemplos:
1. Reactivos y medios

1. Pr raclén de STxB-Ova auxllla

STxB acoplada con ovalbimina de polio de longitud completa:
para permitir el acoplamiento quimico de protelnas a un sitio
aceptor definido en STxB, se afladlé una cisteina al término C de la
protelna de tipo natural, para producir STxB-Cys. La protelna
mutante recombinante STxB-Cys fue producida como se describid
previamente (Haicheur ef al/.; 2000, J. Immunol.1656, 3301). La
concentracion de endotoxina determinada mediante el analisis
Limulus estuvo por debajo de 0.5 EU/mL. La STxB-ova ha sido
descrita previamente (HAICHEUR et al., 2003, Int. Immunol. ,15,
1161-1171) y fue proporcionada gentilmente por Ludger Johannes y
Eric Tartour (Curie Institute). Se formulé StxB acoplada con
ovalbimina de polio de longitud completa en cada uno de los
sistemas adyuvantes mencionados mas adelante.
1.2 Anélisis de fllacién de Galablosa

El receptor Gb3 reconocido preferencialmente por Ila
subunidad B de toxina Shiga es un glicoesfingolipido de superficie

celular, globotriaosilceramida (glucosiiceramida Gala1-4 Galg1-4),

Q\
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en donde Gal es Galactosa. El método que se describe maés
adelante estd basado en el descrito por Tarrago-Trani (Protein
Extractlon y Puriflcation 38, pp 170- 176, 2004), e involucra una
cromatografia por afinldad en un gel de agarosa enlazado con
galabiosa disponible comerclaimente (calbiochem). La galabiosa
(Gala1->4Gal) es la porclén carbohidrato terminal de la porclén
oligosacarida de Gb3 y se piensa que representa la estructura
minima reconocida por la Subunidad B de toxina Shiga. Este
método ha sido usado exitosamente para purificar la toxina Shiga
directamente de lisado de E. co/l. En consecuencia, puede asumirse
que las protelnas que fllan esta porcién fijaran el receptor Gb3.

La proteina de interés en regulador PBS (500x1) se mezcla
con 100 ul de resina galablosa inmovilizada (Calbiochem)
equillbrada previamente en el mismo regulador, y se incuba durante
30 min hasta 1 hora a 4°C en una rueda giratoria. Después de una
primera centrifugaclién a 5000 rpm durante 1 min, se iavan dos
veces los granulos con PBS. Luego se eluye el material unido dos
veces re-suspendlendo el granulado final en 2 x 500 ul de 100 mM
de glicina con pH 2.5. Las muestras correspondientes al flujo a
través, los lavados agrupados y los eluidos agrupados se analizan
luego medlante SDS Page, tincldon con Coomassie y detecclén
Western. Estas técnicas analiticas permiten la Identificacién de si la
proteina estd unida a la galablosa, y por lo tanto se fijara al

receptor Gb3.
1.3 - Preparacién de emuisién de acelte en agua para gu uso en
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slstemas adyuvantes.

Para la preparacién de emulsion de acelte en agua se siguid
el procedimiento tal como se expone en WO 85/17210. La emulsién
contiene: 5% de escualeno, 5% de tocoferol, 2.0% de Tween 80; el
tamafio de particula es de 180 nm.

Preparacién_d n aceite en a ncentrada 2
veces)

Se disolvié Tween 80 en salina fosfatada regulada (PBS) para
dar una solucién al 2% en la PBS. Para proporcionar 100 mL de
emulsién concentrada dos veces, se sometlé a vértice 5g de alfa
tocoferol DL y 5ml de escualeno hasta que se mezclé
cuidadosamente. Se le afladié 90mL de solucién de PBS/Tween y se
mezclé completamente. Luego se hizo pasar ia emulsién resultante
a través de una Jeringa, y finalmente se microfluidizé usando una
méaquina para microfluidizacién M110S8. Las gotitas de aceite
resultantes tienen un tamafio de aproximadamente 180 nm.

1.4 - raclén de sis adyuvantes.
1.4.1 Siste uvante A: 21 y 3D-MPL

Una mezcla de lIpldo (tal como fosfatidilcolina, ya sea de
clara de huevo o sintética) y colesterol y 3 D-MPL en solvente
organico, se secd al vacio (o alternativamente bajo una corrlente de
gas Inerte). Una soluciéon acuosa (tal como salina fosfatada
regulada) se afadié entonces, y se aglté el recipiente hasta que
todo el |lipldo estal_:a en suspensién. Esta suspension se

microfiuidizé luego hasta que el tamafio del liposoma fue reduclido a

™
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aproximadamente 100 nm, y luego se secd estériimente a través de
un filtro de 0.2 um. La extrusién o la sonicacidon podrian reemplazar
este paso. Tipicamente la proporcidén colesterol:fosfatidilcolina fue
de 1:4 (p/p). y se afladid la soluclén acuosa para dar una
concentraclén final de colesterol de 5 a 50 mg/mL.

Los liposomas tienen un tamafio definido de 100 nm y se hace
referencia ellos como SUV (de Small Unilamelar Vesicles,
vesiculas unllaminares pequefas). Los liposomas por sl solos son
estables en el tiempo y no tienen capacidad fuségena. Se le afiadié
soluclén en bruto de SUV estérll a la PBS hasta alcanzar una
concentracién flnal de 10, 20 o 100 ug/ml de 3D-MPL. La
composicion de la PBS fue Na2HPO4: 8 mM; KH2PO4: 48 mM;
NaCl: 100 mM, con pH 6.1. Se le afladié QS21 en soluclén acuosa a
las SUV. Se hace referencla a esta mezcla como DQMPLin. Luego
se le afiadid Stx-OVA. Entre cada adicidbn de componente, el
producto Intermedio se aglté durante 5§ minutos. Se verificé el pH y
se ajustéd cuando fue necesarlo a 8.1 +/- 0.1 con NaOH o HCI.

En los experimentos descritos en la seccién 3.1 mas adelante,
la StxB-OVA tuvo una concentraclién de 4, 10, 20 o 100 xg/ml y 3D-
MPL y Q821 tuvieron una concentraclén de 10 ug/ml. En estos
casos, el volumen de inyecclén de 50 ul correspondid a 0.2-5 ug de
STxB-OVA y 0.5 uyg de 3D-MPL y QS21. Los resultados para una
inyeccién de 0.2ug de STxB-OVA se muestran en las filguras 1 - 10.
Tamblén se llevaron a cabo experimentos en donde un volumen de

Inyeccién de 50 x| correspondié a 0.5, 1 y 5 ug de STxB-OVA. Estos
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experimentos dieron resultados comparables a los que se muestran
en las flguras 1 hasta 10.

En otros experimentos, StxB-OVA tuvo una concentracién de
20 o 40 ug/ml y 3D- MPL y QS21 tuvieron una concentraclon de 20
o 100 ug/ml. En estos experimentos, el volumen de inyecciéon de 25
| correspondlé a 0.5 ug de STXB- OVA y 0.5 yg de 3D-MPL y QS21
(se muestran en las figuras 12A y 12B) o 1 ug STxB- OVA y 2.5ug
de cada una de 3D-MPL y QS21 (se muestran en las figuras 11 y
20)
1.4.2 Sistema adyuv B: Q821
1.4.2,1 : Sistema adyuvante

Ei adyuvante se preparé de acuerdo con los métodos usados
para el sistema adyuvante A, pero omlitlendo el 3 D-MPL. StxB-OVA
y QS21 se ajustaron hasta obtener una concentraclién de 10 o
20ug/ml. Los volimenes de Inyeccién de 25 o 50ul correspondieron
a 0.5 yg de StxB-OVA y 0.5 yg de QS21 (tal como se muestra en las
figuras 12A, 12B y 17).
1.4.2.2:S]stema adyuvante B2

Se diluyé QS21 hasta obtener una concentracién de 100
ug/mL en PBS con pH 6.8 antes de afiadir SixB-OVA hasta alcanzar
una concentracién final del antigeno de 40 ug/mi. Un volumen de
inyeccién de 25 ul correspondié a 1 yg de StxB-OVA y 2.5 ug de
QS21 (tal como se muestra en la figura 16)

1.4.3 Sistema adyuvante C: 3D-MPL
1.4.3.,1 :Sistema adyuva 1
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Se diluyd soluclén en bruto de 3D-MPL a 100 o 200 ug/mL en
una solucién de sacarosa hasta una concentracién final de 9.25%.
Se le afiadi6 StxB-OVA hasta alcanzar una concentracion del
antigeno de 20 o 40 xg/ml.

El volumen de Inyeccién de 25 ul correspondlé a 1 g de StxB-
OVA y 5 ug de 3D-MPL (como puede verse en la figura 16) o 0.5 ug
de StxB-OVA y 2.5 uyg de 3D-MPL (no se muestran los resultados,
pero son comparables).
1.4.3.2: SI uvante C

El adyuvante se prepardé de acuerdo con los métodos usados
para el sistema adyuvante A, pero omitiendo el QS21.

Se ajusté StxB-OVA y MPL hasta una concentracién de 10
ug/mL.

Un volumen de Inyeccién de 50ul correspondié a 0.5 ug de
StxB-OVA y 0.5 ug de MPL.
1.4.4 Siste vante D: 3D- S21 en una ulsién de
acelte en agua

Se le aftadié emulsién estéril en bruto preparada como en el
ejempio 1.3, a PBS hasta alcanzar una concentracion final de 250 o
500 ul de emulsién por mL (v/v). Luego se le afiadlé6 3 D-MPL hasta
alcanzar una concentracién final de 50 o 100ug/mL. Después se
afladié QS21 hasta alcanzar una concentracién final de 50 o 100 ug
por mL. Entre cada adicién de componente, el producto intermedio
se agité durante 5 minutos. Luego se afladié StxB-OVA hasta

alcanzar una concentracioén final de 10 o 40 4g/mL. Quince minutos
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més tarde, se verlficé el pH y se ajusté cuando fue necesario a 6.8
+/- 0.1 con NaOH o con HCI.

El volumen de inyecclén de 25 o 50 uL correspondié a 0.5 o 1
ug de STxB-Ova, 2.5 uyg de 3 D- MPL y QS21, 12.5 uL o 25uL de
emulsiéon. Un experimento donde se usé un volumen de inyeccién de
50u! se muestra en la figura 11. El experimento usando un volumen
de inyeccién de 25 uL dlo resultados comparables.

1.4.5 Siste vante E: alta dosis de 3D-MPL 8§21 en una
emulisién de acelte en agua.

Se le afiadlé emulsién estéril en bruto emuisién preparada
como en el eJemplo 1.3 a |la PBS hasta alcanzar una concentracion
final de 500 4L de emulsién por mL (v/v). Se afiadiéo 200ug de 3D-
MPL y 200 ug de QS21. Entre cada adicién de componente, el
producto Intermedio se aglté durante 5 minutos. Luego se afiadlé
StxB-OVA hasta alcanzar una concentraciéon final de 40 ug/mL.
Quince minutos méas tarde, se verificé el pH y se ajusté cuando fue
necesario a 6.8 +/- 0.1 con NaOH o con HCI|. El volumen de
inyecclén de 25 ul correspondié a 1 ug de STxB-Ova, S5ug de ambos
inmunoestimulantes y 12.5 yL de emulsién.

1.4.6 Sistema adyuvante F: 3D-MPL 8521 en Islén de
acelte en agua.

La emulsién de aceite en agua fue como la del ejemplo 1.3
afiadiendo el colesterol a |la fase orgénica hasta alcanzar una
composiciéon final de 1% de escualeno, 1% de tocoferol, 0.4% de

Tween 80, y 0.05% de colesterol. Después de la formacion de la

|
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emulsidn, se ie afiadlé 3 D-MPL hasta alcanzar una concentracion
final de 100 ug/miL. Luego se le afiadlé6 QS21 hasta alcanzar una
concentraclén final de 100 pug por mL. Entre cada adicléon de
componente, el producto intermedio se agité durante 5 minutos.
Después se afiadlé StxB-OVA hasta alcanzar una concentraclén
final de 40 ug/mL. Quince minutos mas tarde, se verificé el pH y se
ajusté cuando fue necesario a 6.8 +/- 0.1 con NaOH o HCI. El
volumen de inyeccién de 25 uL correspondlé a 1 ug de STxB-Ova,
2.5 ug de 3 D-MPL y QS821, 2.5 yl de emulsién.

1.4.7 Sistema adyuvant : CpG20086

Se afiadi6 CpG estérll en bruto a una solucién de PBS o de
NaCl 150 mM hasta alcanzar una concentracion flnal de 100 o 200
uglmL.

Luego se afiadlé StxB-OVA hasta alcanzar una concentraclon
final de 10 o 20 ug/mL. El CpG usado fue un 24-mero con la
siguiente secuencla 5'-TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT-3¥
(Seq ID No.4). Entre cada adiciobn de componente, el producto
Intermedio se agité durante 5 minutos. Se verificé el pH y se ajustd
cuando fue necesario a 8.1 +/- 0.1 con NaOH o con HCI.

El volumen de inyeccién de 50 ul correspondidé a 0.5 ug de
STxB-Ova y 5 ug de CpG (flguras 12A, 12B y 21 ). Los
experimentos se reallzaron con volimenes de inyecclén de 25ui
(correspondientes a 0.5 yg de STxB-Ova y 5 yg de CpG). No se
muestran los resultados, pero fueron comparables.

1.4.8 Sistema ad H: Q821, 3D-MPL y CpG2008

P
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Se afiadid CpG estéril en bruto a una solucién de PBS hasta
alcanzar una concentraclén final de 100 ug/mL. La composicion de
la PBS fue Na2HPO4: 9 mM; KH2PO4: 48 mM; NaCl: 100 mM, con
pH de 6.1. Luego se afiadi6 StxB-OVA hasta alcanzar una
concentraclén final de 20 yg/mL. Finalmente, se afiadlé QS21 y 3 D-
MPL como una premezcla de SUV estéril en bruto que contenia 3 D-
MPL y QS21, a la cual se hace referencia como DQMPLiIn hasta
alcanzar concentraciones finales de 3D-MPL y QS21 de 10 yg/mL.

El CpG usado fue un 24-mero con la sigulente secuencia: 5'-
TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT-3' (Seq ID No.4). Entre cada
adicién de componente, el producto intermedio se agitd durante 5
minutos. Se verlficé el pH y se ajusté cuando fue necesario a 6.1
+/- 0.1 con NaOH o con HCI.

El volumen de Inyeccién de 50 uL correspondié a 1 ug de
STxB-Ova, 0.5 yg de 3 D-MPL y QS21 y S5ug de CpG. Luego se
diluyé esta formulacién en una solucién de 3D- MPL/QS21 y CpG
(en una concentracién de 10, 10 y 100 4g/mL respectivamente) para
obtener dosis de 0.2, 0.04 y 0.008 ug de StxB-OVA. (Estas
formulaciones usadas para experimentos se muestran en las figuras
1 hasta 10 y 13).

En el experimento se muestra en las flguras 12 A y 12B, que
CpG tuvo una concentraclén de 100 ug/mL, 3D-MPL y Q821 una
concentraclén de 10 yg/mL y StxB-OVA en una concentracién de 10
ug/mL. El volumen de Inyeccién de 50 gL correspondlé a 0.5 yg de
StxB-OVA, 0.5 ug de 3D-MPL y QS21 y 5 ug de CpG. En un
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experimento adiclonal, CpG tuvo una concentracién de 1000 yg/mL,
3D-MPL y QS21 en una concentracion de 100 zg/mL y StxB-OVA en
una concentracién de 40 ug/mL. El volumen de inyeccion de 25 ul
correspondié a 1 ug de StxB-OVA, 2.5 ug de 3D-MPL y Q821 y 25
ug de CpG. No se muestran los resultados de este experimento,
pero son comparables con los resultados observados con otras
concentraciones de componentes.

1.4.9 Sistema adyuvante I: Q821 y CpG2006
Se afiadléd CpG estérll en bruto a una solucion de PBS o de

NaCl 150 mM hasta alcanzar una concentracion final de 100 o 200
pg/mL. La composicién de PBS fue: PO4 10 mM, NaCl 150 mM pH
7.4 o Na2HPO4: 9 mM; KH2PO4: 48 mM; NaCl: 100 mM pH 8.1.
Luego se afiadl6 StxB-OVA hasta alcanzar una concentracién final
de 10 o 20 wg/mL. Finalmente, se le afadlé6 QS21 como una
premezcia de SUV estérll en bruto y QS21 (a la cual se hace
referencia como DQ, preparada como en el ejemplo 1.3.14) hasta
alcanzar una concentracién final de QS21 de 10 o0 20 ug/mL.

El CpG usado fue un 24-mero con la siguiente secuencia 5'-
TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT-3' (Seq ID No.4). Entre cada
adiclén de componente, el producto Intermedio se aglté durante 5
minutos. Se verificdé el pH y se ajustdé cuando fue necesario a 6.1 o
7.4 +/- 0.1 con NaOH o con HCIl. Volimenes de inyeccién de 50 ul
correspondieron a 0.5 ug de STxB-Ova, 0.5 ug de QS21 y Sug de
CpG (figuras 12 A y 12B).

También se realizaron experimentos con volamenes de

00

97
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inyecclén de 25 uL (correspondientes a 0.5 yg de STxB-Ova, 0.5 ug
de QS21 y 5ug de CpG). No se muestran los resultados, pero fueron
comparables.

1.4.10 Sistema adyuvante J: Adyuvante de Freund incompleto
(IFA)

Se obtuvo IFA en CALBIOCHEM. Se emulsificé el IFA con un
antigeno usando el vértex durante un minuto. Se diluyé STxB-ova
hasta una concentracién de 40 yg/mL en PBS, con un pH de 6.8 o
7.4 y se mezcldé con 500 ul/mL de IFA, ya sea usado como tal o
después de una dilucién de 20 veces en PBS. El volumen de
inyeccién de 25 uL correspondid a 1 yg de STxB-ova y 12.5 0 0.825
pl de IFA (se muestra en la flgura 14). En otros experimentos, StxB-
OVA se diluyé a 10 yg/mL en PBS, con un pH de 6.8 0 7.4 y se
mezclé con 500 o 250 ul/mL de IFA. El volumen de inyeccitn de 50
pL correspondié a 0.5 ug de StxB-OVA y 12.5 o0 25 uL de IFA. Estos
experimentos dieron resultados comparables a los que se muestran

oen la figura 14.

Se prepard sistema adyuvante K1 estéril en bruto como en el

ejemplo 1.3 excepto porque 3D-MPL y Q821 se omitieron.

El volumen de inyeccién de 25 uL correspondié a 1 ug de
StxB-OVA y 12.5 ul de emulsion.

Los resultados se muestran como sistema adyuvante K en la

figura 16.
1.4.11.2 Sistema adyuvante K2
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Se prepardé emulsién estéril en bruto tal como en el sistema
adyuvante F, excepto porque 3D-MPL y QS21 se omltieron.

El volumen de inyecclén de 25 uL correspondié a 1 ug de
StxB-OVA y 2.5 ul de emulsién que contenla colesterol.

No se muestran los resultados, pero fueron comparables a los
observados con sistema adyuvante K1.

1.4.12 Sistema adyuvante L: Poll I;

El Poli I:C (acido pollinosinico-policitidilico) es un Imitador
sintético de ARN viral de Amersham. En algunos experimentos, se
diluyd StxB-OVA en NaCl 150 mM hasta alcanzar una concentracion
final de 20 #g/mL. Luego se le afiadid Poll 1:C estéril en bruto hasta
alcanzar una concentracién final de 20 yg/mL.

Entre cada adicidon de componente, el producto intermedio se

aglté durante 5 minutos.

El volumen de inyeccién de 25 gl correspondié a 0.5 ug de .

STxB-Ova y 0.5 ug de Poli I:C (se muestran en las figuras 15 y 21).

En otros experimentos, StxB-OVA tuvo una concentracidon de
10 ug/mL y Poli I:C una concentracién de 20 o 100 ug/mL.

El volumen de inyecclén de 50 uL correspondié a 0.5 yg StxB-
OVA y 1 0 5 ug de Poli I:C.

Estos experimentos dleron resultados comparables a los que
se muestran en las figuras 15 y 21.

1.4.13 Sistema adyuvante M: CpG5456

Se diluyé StxB-OVA en NaCl 150 mM hasta alcanzar una

concentraclén final de 20 yg/mL. Luego se le afladiéd CpG estéril en

aV
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bruto hasta alcanzar una concentraclén final de 200 ug/mL.

El CpG usado fue un 22-mero con la secuencia 5'- TCG ACG
TTT TCG GCG CGC GCC G-3' (CpG 5456). Entre cada adlciéon de
componente, el producto Intermedio se agité durante 5 minutos.

El volumen de inyecclén de 25 gL correspondié a 0.5 ug de
STxB-Ova y 5 ug de CpG.

1.4.14 Sistema ad N: QS21 y Poll I:

Una mezcla de lipido (tal como fosfatidlicolina, ya sea de
clara de huevo o sintédtica) y colestero! en solvente orgénico, se
secod al vaclo (o alternativamente bajo una corrlente de gas inerte).
Una soluclén acuosa (tal como salina fosfatada regulada) se afiadié
entonces, y se agitd el recipiente hasta que todo el lipldo estaba en
suspension. Esta suspension fue microfluldizada luego hasta que el
tamafio del liposoma fue reducido a aproximadamente 100 nm, y
luego se flitr6 de manera estéril a través de un filtro de 0.2 ym. La
extrusioén o la sonlcacién podrian reemplazar este paso.

Tipicamente, la proporciéon colesterol:fosfatidilcolina fue de
1:4 (p/p), y luego se afiadié la solucién acuosa para dar una
concentraclién final de colesterol de 5 hasta 50 mg/mL.

Los llposomas tienen un tamafio definido de 100 nm y se hace
referencia a ellos como SUV (por small unilamelar vesicles,
vesiculas unilaminares pequefias). Los liposomas por sl solos son
estables en el tiempo y no tienen capacidad fusdgena.

Se le afiadié SUV estérll en bruto a PBS hasta alcanzar una

concentracién final de 100 ug/mL de MPL. Se le afiadié QS21 en
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solucién acuosa se afladi6 a la SUV hasta alcanzar una
concentraciéon final de QS21 de 100 wg/mL. Esta mezcla de
liposoma y QS21 es a la cual se hace referencla como DQ.

Se dlluyé Poli I|:C estéril en bruto (Amersham, como
anteriormente) en NaCl 150 mM, hasta alcanzar una concentraclén
final de 20 wug/mL antes de afiadir DQ hasta alcanzar una
concentracién final de 20 yg/mL en QS21. Luego se afiadié StxB-
OVA hasta alcanzar una concentraclén final de 20 ug/mL. Entre
cada adicibn de componente, el producto Intermedio se agitd
durante 5 minutos.

El volumen de inyecclén de 25 uL correspondidé a 0.5 uyg de
STxB-Ova, 0.5 ug de QS21 y 0.5 ug de Poli I:C.

1.4.13 Sistem vante O: CpG2008 y emuylsién de acelte
agua.

Se preparé emulsién de acelte en agua tal como en el ejemplo
1.3.

Se le anadié emulsién estérll en bruto a PBS hasta alcanzar
una concentracién final de 500 uL de emulsién por mL {v/v). Luego
se afiadlé6 CpG hasta alcanzar una concentracion final de 200ug/mL.
Entre cada adlcién de componente, el producto intermedio se agitd
durante 5 minutos. Luego se afladlé StxB-OVA hasta alcanzar una
concentracion filnal de 20 ugg/mL. Quince minutos mas tarde, se
verlficé el pH y se ajusté cuando fue necesario a 6.8 +/- 0.1 con
NaOH o con HCI.

El CpG usado fue un 24-mero con la sigulente secuencia: 5'-

o
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TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT-3' (Seq ID No.4). El volumen
de Inyecclén de 25 uL correspondié a 0.5 uyg de STxB-Ova, 5 ug de
CpG y 12.5 yL de emulsion.

1.4.16 Sistema adyuvan : G2008 y emulsién elte en
agua

Se prepard una emulsién de acelte en agua siguiendo la
receta publicada en el folleto de Instrucciones contenido en la
vacuna Chiron Behring FluAd.

Se preparé un regulador citrato mezclando 36.87 mg de &cldo
citrico con 627.4mg de citrato de Na.2H20 en 200 mL de H20. Por
separado, se mezclaron 3.9 g de escualeno y 470 mg de Span 85
bajo agitacion magnética.

Se mezclé 470 mg de Tween 80, con el regulador citrato. Se
le afiadié la mezcla resultante a la mezcla de escualeno/Span 85 y
se mezcld "vigorosamente” con agitacién magnética. El volumen
final fue de 100 ml.

Luego se colocé la mezcla en el microfiuidizador M110S (de
Microfluidics) para reducir el tamafio de las gotitas de aceite. Se
obtuvo una medla promedio de z de 145 nm con una polidispersidad
de 0.06. Este tamafio se obtuvo en el Zetasizer 3000HS (de
Malvern) usando las siguientes condiclones técnicas:

- longltud de onda laser: 5632 nm (Zeta3000HS).

- potencla de laser: 50 mW (Zeta3000HS).

- dispersién de luz detectada a 90° (Zeta3000HS).

- temperatura: 25°C.
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- duracién: determinacién automéatica mediante el software.

- cantidad: 3 mediciones consecutlvas.

- didAmetro promedio z: mediante analisis de acumulados.

Se afiadlé solucién resultante estéril en bruto a PBS hasta
alcanzar una concentracién final de 500 ul de emuisién por mL
(viv). Luego se afiadié CpG hasta alcanzar una concentraclén final
de 200 ugg/mL. Entre cada adicibn de componente, el producto
intermedio se agltdé durante 5 minutos. Luego se afiadlé StxB-OVA
hasta alcanzar una concentracién final de 20 yg/mL. Quince minutos
més tarde, se verificé el pH y se ajustd cuando fue necesario a 6.8
+/- 0.1 con NaOH o con HCI.

El CpG usado fue un 24-mero con la siguiente secuencia b5'-
TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT-3' (Seq ID No.4).

El volumen de Iinyecclén de 25 uL correspondidé a 0.5 yg de

STxB-Ova, 5 yug de CpG y 12.5 pL de emuisién.

(-] emulsié

Se le afiadié IFA, obtenida de CALBIOCHEM, se afiadlé a PBS
hasta alcanzar una concentracién final de 500 4L de emulsién por
mL {(v/v). CpG se afiladié entonces hasta alcanzar una concentracion
final de 200 yg/mL. Entre cada adicién de componente, el producto
intermedlo se agité durante 5 minutos. Luego se afiadlé StxB-OVA
hasta alcanzar una concentracién final de 20 ug/mL. Quince minutos
maéas tarde, se verificé el pH y se ajJusté cuando fue necesario a 7.4

+/- 0.1 con NaOH o con HCI.
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El CpG usado fue un 24-mero con la sigulente secuencia 5'-
TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT-3' (Seq ID No.4).

El volumen de inyeccién de 25 uL correspondié a 0.5 ug de
STxB-Ova y 5 ug de CpG, 12.5 ul de emulsion.
1.4.18 Sistema adyuvant H 2 AI{OH)3

Se diluyé AI{OH)s; de Brentag hasta una concentraclén final de
1 mg/mL (Al+++) en agua para Inyecclén. La StxB-OVA fue
adsorblda en Al+++ en una concentracién de 20 ug/mL durante 30
minutos. Se le afladié CpG hasta alcanzar una concentracléon de 200
pg/mL y se Incubdé durante 30 minutos antes de afiadir NaCl hasta
alcanzar una concentracién final de 150 mM. Todas las
incubaclones se reallzaron a temperatura amblente bajo agitacién
orbital.

El CpG usado fue un 24-mero con la sigulente secuencia: 5'-
TCG TCC TTT TGT CGT TTT GTC GTT-3' (Seq ID No.4).

El! volumen de Inyeccién de 25 gL correspondid a 0.5 yg de
STxB-Ova, 5 ug de CpG y 25 ug de Al+++,
1.4.19 Siste vante 8: CpG20 AIPO4

Se dlluyé AIPO4 de Brentag hasta una concentracién final de
1 mg/mL (Al+++) en agua para inyecclén. La STxB-OVA fue
adsorbida en Al+++ en una concentraclén de 20 yg/mL durante 30
minutos. Se le aftadlé CpG hasta alcanzar una concentracién de 200
ug/mL y se incubé durante 30 minutos antes de afiadir NaCl hasta
alcanzar una concentracion filnal de 150 mM. Todas Ilas

incubaciones se realilzaron a temperatura amblente bajo agltacion

oY
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orbital.

El CpG usado fue un 24-mero con la siguiente secuencia: 5'-
TCGTCG TTTTGT CGT TTT GTC GTT-3' (Seq ID No.4).

El volumen de inyeccién de 25 ul correspondlé a 0.5 ug de
STxB-Ova, 5 ug de CpG y 25 ug de Al+++,

1.4.20 Sistema adyuvante T;: 3D-MPL y AI{(OH)3

Se diluyé AI(OH)3 de Brentag hasta una concentracién final
de 1 mg/mL (Al+++) en agua para inyecciéon. La StxB-OVA fue
adsorbida en Al+++ en una concentraclén de 40 o 20 ug/mL durante
un periodo de 30 minutos. Se le afiadié 3D-MPL hasta alcanzar una
concentraclén de 100 yg/mL y se incubd durante 30 minutos antes
de afiadir NaCl para alcanzar una concentracién final de 150 mM.
Todas las Incubaciones se realizaron a temperatura ambiente bajo
agltacioén orbital.

El volumen de inyeccién de 25 uL correspondié a 1 o 0.5 ug
de STxB-Ova, 2.5 yg de 3D- MPL y 25 ug de Al+++. Los resultados
para 1 ug de STxB-Ova se muestran en la figura 168. Los
experimentos en donde se Inyecté 0.5 ug de STxB-Ova no se
muestran, pero dleron resultados comparables a los que se
muestran en la figura 16.

1.4.21 Sistem vante U: Liga LR2

El ligando TLR2 usado fue un Pam3CysSerLys4 sintético, un
lipopéptido bacterial adquirido en Microcollections, el cual se sabe
que es especifico para TLR2. Se dlluyé StxB-OVA en NaCl 150 mM

o en PBS con pH 7.4 hasta alcanzar una concentracioén final de 10 o
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20 ug/mL. Luego se le afiadié Pam3CysSerlLys4 estéril en bruto
hasta alcanzar una concentracién final de 40, 100 y 200 ug/mL.
Entre cada adicién de componente, el producto intermedio se aglté
durante 5 minutos.

El volumen de inyecclén de 50 uL correspondié a 0.5 ug de
STxB-Ovaya 50 10 yug de Pam3CysSerLys4. (Los resultados para
5ug se muestran en la figura 21, véase la secciéon 3.2.9 para la
discusién de los resultados con otras dosls de TLR2).

En otros experimentos, el volumen de inyeccion de 25 ulL
correspondlé a 0.5 ug de StxB-OVA y a 1 ug de Pam3CysSerlLys4.
1.4.22 Sistema adyuvan : ligando TLR7/8.

El ligando TLR 7/8 usado fue un derivado de imiquimod
conocido como resiquimod o R-848 (Cayla). El R-848 es un
compuesto de bajo pesc molecular de la familia Imidazoquinolina
que tlene potentes propledades anti-virales y antl-tumorales en
modelos animales. La actividad delimiquimod es mediada
predominantemente por la induccion de citocina, incluyendo IFN-a e
IL-12. El R-848 es un anédlogo méas potente de imiquimod (Akira, S.
y Hemmi, H.; IMMUNOLOGY LETTER, 85, (2003), 85-85).

Se diluyd STxB-OVA en PBS con pH de 7.4 hasta alcanzar
una concentracion final de 10 o 20 yg/mL. Luego se le afiadlé R-848
estéril en bruto hasta alcanzar una concentracion final de 20 y 100
ug/mL. Entre cada adiclon de componente, el producto intermedio
se agité durante 5 minutos.

El volumen de inyeccién de 50 uL correspondiéo a 0.5 ug de

0
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STxB-Ova y a1 0 5 yg de R- 848. En otro experimento, el volumen
de Inyecclén de 25 uL correspondlé a 0.5 g de STxB- OVA y 0.5 ug
de R-848.

1.4.22 Sistema adyuvante W: AI.PO4.

1.4.22.1 Sistema adyuvante W1

Se diluyé AIPO4 de Brentag hasta una concentracién final de
0.5 mg/mL (Al+++) en agua para inyeccién. La STxB-OVA fue
adsorbida en Al+++ en una concentracion de 10 ug/mL durante 30
minutos antes de afiladir NaCl hasta alcanzar una concentracidn
final de sal de 150 mM. Todas las incubaclones se realizaron a
temperatura ambiente baJo agitacién orbital. El volumen de
inyecclén de 50 x|l correspondié a 0.5 yg de STxB-Ova y 25 ug de
Al+++,

1.4.22.2 Sistema adyuvante W2

Se diluydé AIPO4 de Brentag en PBS con pH de 7.4 hasta una
concentraclén final de 0.5 mg/mL (Al+++). Se adsorbié STxB-OVA
en Al+++ an una concentraciéon de 10 ug/mL durante 30 minutos.
Todas las incubaclones se realizaron a temperatura amblente bajo
agitaclén orbital. El volumen de Inyeccién de 50 uL correspondié a
0.5 yg de STxB-Ova, 5§ ug de CpG y 25 ug de Al+++. EI examen
mediante SDS-PAGE tal como se establace en XXXXX indicé que
aproximadamente 70% del antigeno no fue adsorbido en el AIPPO4
1.5 Determinacién del pivel antigeno adsorbido en un
complejo antl metélica

La formulacién de Iinterés se centrifuga durante 8 min a 6500

M2
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g- Una muestra del supernadante resultante se desnaturaliza
durante 5 minutos a 85 °C, y se carga sobre un gel para SDS-
PAGE en regulador para reducclén de muestra. Tamblén se carga
una muestra del antigeno sin adyuvante. Luego se corre el gel a
200V, 200 mA durante 1 hora. Después se tifie al gel con plata de
acuerdo con el método Daichl. Los niveles de antigeno libre en la
formulaclén se determinan comparando la muestra de la formulacién
que tiene adyuvante, con el antigeno sin adyuvante. También se
puede usar otras técnicas que son blen conocidas en la materia,
tales como detecclén Western.

Elempio 2. Vacunaclién de ratones nyv nas de la
Invenclién.

Se usaron diversas formulaclones tal como se describié
anterlormente para vacunar ratones hembra de 6 a 8 semanas de
edad C57BL/B6 (10/grupo). Los ratones reclbieron una o dos
Inyecclones con una separacién de 14 dias entre cada una, y se les
extrajo sangre en las semanas 1 , 2, 3 y 8 (para ver los dlas reales
véase los ejemplos especificos). Se vacunéd los ratones
intramuscularmente (Inyecclén en el masculo gastrocnemlio
Izqulerdo de un veolumen final de 25 uL o de 50 wL). El adenovirus
recombinante con ovalbamina fue Inyectado en una dosis que varié
desde 5 107 hasta 10° VP.

Se realizé estimulaclén ex -vivo de PBL en medio completo
que 85 RPM| 1640 (Blowitaker) complementado con 5% de FCS

(Harlan, Holland), 1ug/mL de cada uno de los anticuerpos antl-ratéon

o\
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CD49d y CD28 (BD, Biosciences), 2 mM de L-glutamina, 1 mM de
plruvato de sodio, 10 ug/mL de sulfato de estreptamicina, 10
unidades/mL de peniclliina G sédica (Gibco), 10 ug/mL de
estreptamicina, 50 uM de B-ME mercaptoetanol y 100X de
aminoacidos no esenciales diluidos, todos estos aditivos son de
Gibco Life Technologies. Las estimulaciones de péptido se
realizaron siempre a 37°C, 5% CO2.
1 Andlisis Immunolégicos :
1D 1én élulas T especificas | antigeno

Aislamiento de PBL y tinclén de tetramero. Se extrajo sangre
de la vena retro orbital (50 4L por ratén, 10 ratones por grupo) y se
diluydé directamente en medio RPMI| + heparina (LEO). Se aislaron
PBL mediante un gradiente Ilinfoprep (CEDERLANE). Luego se
lavaron las células, se contaron y flnaimente se resuspend|é de 1 a
5 10% células en 50 L de regulador FACS (PBS, FCS 1%, 0.002%
de NaN3) que contenia anticuerpo CD16/CD32 (BD Biosciences) en
una concentracién final (f.c.) de 1/50. Después de 10 min., se le
afadlé 50 uL de la mezcla de tetrdmeros se afiadid a la suspensioén
de células. La mezcla de tetrameros contenia 0.2 4L o 1 uL de
tetrAmero slinfekl H2Kb - PE respectivamente de Immunosource o
Immunomics Coulter, de acuerdo con la disponlbilidad. También
se afladieron anticuerpos anti-CD8a-PercP (1/100 f.c.) y anti-CD4-
APC (1/200 f.c.) (BD Blosciences) en la prueba. Luego se dejaron
las células ya sea durante 45 minutos a temperatura ambiente (para

el tetrdmero de Immunosource) o 10 minutos a 370 °C (para el

AF
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tetramero de Immunomics Coulter) antes de ser lavado una vez y
analizado usando un FACS Calibur™ con el software CELLQuest™.
2.1.2 Tinclén con cltocina Intracelular (|

Se realizé6 ICS en muestras de sangre tomadas como se
describe en el parrafo 2.1.1. Se resuspendieron de 5 a 10 10° PBL
en medio completo complementado o no ya sea con 1 ug/mL de
péptido siinfekl o con un grupo de 17 péptidos Ova 15-meros (11
péptidos restringldos por NHC de clase | y 8 péptidos restringldos
por MHC de clase |1), presentes en una concentracién de 1 ug/mL
cada uno. Después de 2 horas, se le afiadlé 1ug/mL de Brefeldin-A
(BD, Biosciences) durante 18 horas y se recolectaron las células
después de un total de 18 horas. Se lavaron las células una vez y
luego se tifleron con anticuerpos antl-ratén, todos adquiridos en BD,
Biosciences; todos los pasos adicionales se reallzaron sobre hlelo.
Primero se incubaron las células durante 10 min. en 50 wL de
soluclén de CD168/32 (1/50 f.c, regulador FACS). Se le afiadlé 50 uL
de mezcla marcadora superficlal de células T (1/100 CDBa por Cp,
1/100 CD4 PE) y se incubaron las células durante 20 min. antes de
ser lavadas. SE filaron las células y se permeabilizaron en 200 uL
de solucién perm/fix (BD, Blosciences), se lavaron una vez en
permi/regulador para lavado (BD, Biosciences) antes de ser teflidas
a 4°C con anti IFNg-APC y anti IL2-FITC, ya sea durante 2 horas o
durante la noche . Se anallzaron los datos usando un FACS
Callbur™ con software CELLQuest™. En la figura 14B, el anticuerpo

anti-CD4 fue marcado con APC Cy7, el antl-CD8 fue marcado con

A0S
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PercP Cy5.5, y se incluyd un anticuerpo antl-TNFa-PE en 'el paso de
tincidn con cltocina.
.1.3 Actividad citotéxica media r células, detect in viv
CMC viv
Para evaluar la citotoxicidad especifica para slinfekl, se
inyecté a los ratones inmunizados y a los ratones de control una
mezcla de objetlvos que consistla en 2 poblaciones de esplenocitos
y nodos linfaticos singénicos marcados diferencialmente con CSFE,
cargados o no con 1 nM de péptido siinfekl. Para la marcacion
diferencia, se usé éster de succinidimil carboxifluoresceina (CFSE;
Molecular Probes - Palmoski et al. : 2002, J. Immunol. 168, 4391-
4308) en una concentraclén de 0.2 M o 2.5 M. Ambos tipos de
objetivos fueron agrupados en una proporcién de 1/1 y re-
suspendidos en una concentracién de 10* objetivos/mL. Se inyecté
200 uL de mezcla objetivo por ratén en la vena de la cola 15 dias
después de Ia primera Inyecclén. Se evalué la citotoxicldad
mediante anéllsis FACSR en cualqulier drenaje de nodo linfatico o
sangre (vena yugular) tomada del anlmal sacrificado en diferentes
momentos (4 h, 18 h 0 24 h después de la Iinyeccidén objetivo). Se
calculé el porcentaje medio de lisis en células objetivo cargadas
con siinfekl con relacién a los controles negativos al antigeno con la
siguiente formula:
% de lisls = 100 - (objetivo corregido (+) X 100)
objetivo de control (-)

Objetivo corregido + = objetivo + x (preiny,-)

S
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(prelny.+)

Células objetivo pre-inyectadas = mezcla de objetivos
pulsados con péptido (preiny.+) y no pulsados (preiny.-) adquiridos
mediante FACS antes de la inyeccién /n vivo.

Objetivo corregido (+) = cantidad de objetlvos pulsados con
péptido adquirida mediante FACS después de la inyeccién in vivo,
corregida con el fin de tomar en cuenta la cantidad de células
preiny+ en la mezcla prelnyectada (véase lo anterior).

2.1.4 Titulo de antl rpo especifico para A nélisis Individual
de IgG total): ELISA.

Se evalud sl anélisis serolégico 15 dias y 40 dias después de
la segunda inyeccién. Se les extrajo sangre a los ratones (10 por
grupo) mediante puncién retro-orbital. Se midieron las IgG totales
anti-Ova mediante ELISA. Se recubrieron placas de 06
receptdculos (NUNC, placas Inmunosorbentes) con antigano durante
la noche a 40 °C (50 uL por receptaculo de soluclén Ova (ova 10
ug/mL, PBS). Las placas se lavaron luego en regulador para lavado
(PBS / 0.1% de Tween 20 (Merck)) y se saturaron con 100 xL de
regulador para saturacion (PBS / 0.1% de Tween 20 / 1% de BSA /
10% de FCS) durante 1 hora a 37°C. Después de 3 lavados
adicionales en el regulador para lavado, se afiadié 100 uL de suero
de ratén diluldo y se incubé durante 90 minutos a 37°C. Después de
otros tres lavados, se incubaron las placas durante otra hora a 37°C

con IgG total anti-ratén blotinllada diluida 1000 veces en regulador
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para saturacidn. Después de la saturacién, se lavaron las placas de
96 recepticulos nuevamente, tal como se describié anteriorments.
Se les afadid una soluclon de estreptavidina peroxidasa
(Amersham) dllulda 1000 veces en regulador para saturaciéon, 50 ulL
por receptéaculo. El dltimo lavado fue un lavado de 5 pasos en
regulador para lavado. Finalmente, se afladlé6 50 uL de TMB
(3,3',5,5'-tetrametilbencidina en regulador acido - la concentracién
de H;0,; es de 0.01% - BIORAD) por receptaculo y las placas se
mantuvieron en la oscuridad a temperatura ambiente durante 10
minutos. Para detener la reaccidn, se afiadié 50 yL de H:SO, 0.4 N
por receptéculo. Se leyé la absorbancia en una longitud de onda de
450/630 nm medlante un lector de placa para ELISA de BIORAD. Se
calcularon los resultados usando el software softmax-pro.
2.1.5 Elispot de células B

Se recolectaron células de bazo y de médula é6sea 78 dlas
después de la segunda Inyeccién y se cultivaron a 37 °C durante
cinco dlas en medio completo complementado con 3 ug/mL de CpG
2008 y 50 U/mL de rhiL-2 para provocar que las células B de
recuerdo se diferenciaran en células plasmaticas secretoras de
anticuerpo. Después de cinco dias, se incubaron placas de 96
receptiaculos con filtro con etanol al 70% durante 10 minutos, se
lavaron y se recubrieron con ovalbimina (50 pg/mL) o con un
antisuero Ig anti-ratén de cabra. Luego se saturaron con medio
completo. Se recolectaron las células, se lavaron y se colocaron en

las placas a 2 x 10% células/receptaculo durante una hora a 37°C.
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Las placas se almacenaron entonces durante la noche a 40 "C. EI
dia siguiente, se desecharon las células lavando |las placas con
PBS Tween 20 al 0.1%. Luego se Incubaron los receptaculos a 37°C
durante una hora con un anticuerpo anti-lgG biotinllado dlluido en
1/500 PBS, se lavaron y se incubaron durante una hora con
extravidina-peroxidasa de rabano picante (4 ug/mL). Después de un
paso de lavado, se revelaron las manchas mediante una incubacidn
de 10 minutos con una solucién de amino-etil-carbazol (AEC) y H20:
y 8o fijaron lavando las placas con agua del chorro. Cada célula
que ha secretado IgG o IgG especifica para Ova aparece como un
punto rojo. Los resultados estan expresados como frecuencia de
puntos de IgG especifica para Ova por cada 100 puntos de IgG
totales.
3. Resuitados

Los resultados que se describen méas adelante muestran que
la eficiencia del slstema STxB para inducir respuestas de CD8 fue
mejorada drasticamente combinandolo con dlversos sistemas
adyuvantes o con algunos de sus componentes.
3.1 Datos con sistema uvante A

1.1 Evaluaclién de la respu rimaria con AS AS H

Los resultados obtenidos muestran que dosis bajas (0.2 ug)
de inmunizaclén con STxB-ova en la ausencia de adyuvante no
Inducen una respuesta Inmunitaria fuerte de células T CD8 que se
pueda detectar ex-vivo. En contraste, se observa una fuerte

respuesta Inmunitaria cuando se combina STXB-OVA con cualquier
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sistema adyuvante A o H. Adicionalmente, se demuestra una clara
ventaja sobre la protelna con adyuvante.

La STxB-ova auxiliada con slistema adyuvante A o H es
potente para inducir una respuesta primaria fuerte y persistente.
Esta induce una aita frecuencia de células T CD8 especificas para
el antigeno (Figura 1 - las inyecclones Incluyeron 0.2 ug de STxB-
OVA, 0.5 ug de 3D-MPL y QS21, y 5 ug de CPG para AS H. Los
métodos se llevaron a cabo tal como se describe en 2.1.1
anteriormente, se le extrajo sangre a los ratones 7 dias después de
la primera Inyeccién). Ademés, la Figura 2 (las inyecclones
Incluyeron 0.2 yg de STxB-OVA, 0.5 yg de 3D-MPL y QS21, y Sug
CPG para AS H. Los métodos se llevaron a cabo tal como se
describe en 2.1.1 anteriormente, se le extrajo sangre a los ratones
14 dlias después de la primera inyeccién) muestra que esta
respuesta de CD8 especiflca para siinfekl todavia aumenta entre el
dia 7 y el dia 14 después de la Inyeccién. Esto no se observa con la
vacunacién con la proteina auxiliada, pero es caracteristica
preferible de la respuesta primaria inducida por un vector vivo tal
como adenovirus. Las células T CD8 son células T efectoras
facilmente diferenciadas, las cuales producen IFNy, mientras que la
estimulaclén se realiza con el péptido inmunodominantes o con una
agrupacién de péptidos Ova (se muestran respectivamente en las
figuras 3 y 4, las inyecclones Incluyeron 0.2 y4g de STxB-OVA1 0.5
ug de 3D-MPL y QS21, y 5§ yg de CPG para AS H. Los métodos

fueron llevados a cabo tal como se describe en 2.1.2 anteriormente,
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se le extrajo sangre a los ratones 14 dias después de |a primera
inyecclén). La frecuencia mayor observada de las células T CD8
respondedoras con la estimulaclén con el grupo de péptidos indica
que el repertorio de células T CD8 primarias no estd limitado al
epitopo inmunodominante de clase |. Ademés, se puede detectar
alta actividad cltotéxica /In vivo solamente cuando §STxB-ova esta
auxlliado (Figura 5 - las Inyecciones incluyeron 0.2 yg de STxB-
OVA, 0.5 ug de 3D-MPL y Q821 , y 5ug CPG para AS H. Los
métodos fueron llevados a cabo tal como se describe en 2.1.3
anteriormente a las 18 horas después de la inyeccléon objetivo).
Finalmente la respuesta primaria inducida por 8TxB-ova auxiliada
por AS H es fuertemente persistente, tal como se Ilustra en la flgura
6B (las Inyecclones incluyeron 0.2 ug de STxB-OVA, 0.5 ug de 3D-
MPL y QS21, y 5 ug de CPG. Los métodos fueron llevados a cabo
tal como se describen en 2.1.1 anterlormente, se le extrajo sangre a
los ratones en diferentes momentos).
3.1.2 Eval de la respue undaria ¢ AYyAS H

La combinacién del sistema de suministro de la toxina STxB
con adyuvantes potentes, tamblén mejora la amplitud y persistencia
de la respuesta inmunoldégica secundaria. Esto se ejemplifica mejor
evaluando la respuesta 47 dias después del refuerzo. De manera
Importante, la aita respuesta de CD8 induclda por STxB-OVA
auxiliado es de Intensidad y persistencia simllar a la inducida por
una estrategia de refuerzo con senslbillzador adenovirus

recombinante/proteina con adyuvante (Figura 8A- las inyecclones

A
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incluyeron 0.2 ug de STxB-OVA, 0.5 ug de 3D- MPL y QS21, y 6ug
CPG para AS H. Los métodos fueron llevados a cabo tal como se
describen en 2.1.1 anteriormente, se sacé sangre a los ratones 47
dias después de la segunda inyeccién). Con respecto a la poblacion
de células T efectoras, todavia se detectan células T productoras
tanto en compartimlentos de células T CD4 como CD8 (Figura 7 y 8
- las inyecciones incluyeron 0.2 ug de STxB-OVA, 0.5 yg de 3D-MPL
y QS21, y 5ug de CPG para AS H. Los métodos fueron llevados a
cabo tal como se describen en 2.1.2 anteriormente, se le extrajo
sangre a los ratones 47 dlas después de la segunda inyecciéon. Las
PBL fueron estimuladas con un grupo de péptidos Ova). Mas adln,
en este Ultimo punto de tiempo, se puede detectar todavia una
actividad citotéxica in vivo 4 horas (no se muestran datos), y 24
horas (Filgura 9 - las inyecciones Incluyeron 0.2 yg de STxB-OVA,
0.5 ug de 3D-MPL y QS21 , y 5u4g de CPG para AS H. Los métodos
fueron llevados a cabo tal como se describen en 2.1.3
anteriormente) después de la inyeccién objetivo. Se investigé la
respuesta humoral 15 dlas y 40 dlas después del refuerzo (Figura
10a - las inyecciones Incluyeron 0.2 yg de STxB-OVA, 0.5 yg de 3D-
MPL y QS21, y 54g CPG para AS H. Los métodos fueron llevados a
cabo tal como se describen en 2.1.4 anteriormente, los resuitados
gse muestran a través del célculo de la media geométrica para cada
grupo de 10 ratones). En la ausencia de adyuvante, la STxB-ova
sola no es capaz de induclr ninguna respuesta de las células B. En

contraste, los titulos de anticuerpo equivalentes se detectan si la

y
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proteina con adyuvante estd acoplada a STxB o no en ambos
puntos de tiempo de la prueba.

En la figura 10B (las Inyecciones Incluyeron 0.2 yg de STxB-
OVA, 0.5 ug de 3D-MPL y QS21 , y 5ug CPG. los métodos fueron
llevados a cabo tal como se describe en 2.1.5 anteriormente) se
muestra la frecuencla de recuerdo anti-ova de las células B 78 dias
después de la Inyeccion. Sl bien los tltulos del anticuerpo
detectados 15 dlas y 40 dlas después de dos Inyecciones son
equivalentes, la calidad de la respuesta de recuerdo de la célula B
es diferente, dado que una frecuencia mayor de recuerdo de las
células B es detectada cuando se coloca adyuvante a STxB-ova
comparado con la proteina auxiliada. La STxB-ova sola se Incapaz
de inducir recuerdo de la célula B por sl sola.

De manera interesante, cuando se proporciona sensibilizacién
y el refuerzo a los 42 dias en lugar de a los 14 dfas (Figura 20 - la
inyecclén Incluyd 0.5 ug de STXB-OVA y 0.5 ug de 3D-MPL y QS21,
los métodos fueron llevados a cabo como en 2.1.4 anteriormente),
la respuesta humoral Induclida por STxB- OVA AS A es mayor que la
de OVA AS A, lo que sugiere nuevamente que cuando se combina
con la adiclon de adyuvante, la vectorizacion puede induclr una
frecuencia mas alta de células de recuerdo de células B.

3.1.3 Eva I6n de la respue Inmunitaria ind a por dosis
bajas de xB-OVA combinada con el sistem vante As H

La Figura 13 (las inyecclones Incluyeron 0.008, 0.04, 0.2 o 1

ug de STxB-OVA, 0.5 yg de 3D- MPL y QS21, y 5ug CPG. Los

W\
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métodos fueron llevados a cabo tal como se describe en 2.1.1
anterlormente, se exiraJo sangre a los ratones 14 dlas después de
la primera inyeccién) muestra que todavia se puede detectar una
poblacién de CD8 especifica para slinfekl 14 dias después de una
sola inyecciéon de dosis tan bajas como de 8 ng de STxB- ova,
correspondientes a 4 ng de antigeno, formuladas en AS H. Estos
resultados muestran que el uso combinado de adyuvante y sistema
STxB podria permitir una reducclén significativa de dosis de
antigeno sin disminuir la respuesta inducida de las células T.

3.2 Eval i6n de la respuest munitaria Inducida por STxB-
QOVA combinada con otros sigstemas advuvantes.

Después esperamos descubrir sl otros sistemas adyuvantes
distintos de AS A o AS H tamblén podrian sinergizar con el sistema
de vectorizacion STxB.

3.2.1 Evaluaciéon de la respuesta inmunitaria después de la
vacunacién con vacunas AS A, F, D S o E STxB.

La evaluaclén de la respuesta primaria Indica claramente que
una STxB-ova con adyuvante induce una alta frecuencla de TCD8
especificas para el antigeno (Figura 11 - los métodos fueron
llevados a cabo tal como se describe en 2.1.1 anteriormente, se le
extrajo sangre a los ratones 13 dlas después de |a primera
Inyeccién), cualquiera que sea el sistema adyuvante sometido a
prueba. Notablemente, esto puede verse ain con AS D y AS E para
los cuales usualmente no se puede detectar respuesta de CD8

después de una sola inmunizacién con proteina auxiliada. La STxB-

M4
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ova senslblliza fuertemente a las céiulas T CD8 auxlliadas, las
cuales se diferencian faclimente en células T efectoras secretoras
de citocina (no se muestran datos).

.2.2 Evaluaclén de lar a Inmunitaria Indue r STxB-

OVA_ combinada con componentes individuales de sistemas
adyuvantes (3 D-MPL - AS C2, Q$21 - AS B, CpG20068 - AS G)

A continuacién evaluamos el componente diferente de los
sistemas adyuvantes previos /n vivo. La Figura 12A (los métodos
fueron llevados a cabo tal como se describen en 2.1.1
anteriormente, se le extrajo sangre a los ratones 15 dias después
de la primera inyeccién) muestra que la poblacién de CD8
especifica para slinfekl se puede detectar sl STxB-ova esta
auxiliada con un solo estimulante, tal como QS21 o un ligando TLRS
tal como CpG y en una extensién menor con un ligando TLR-4 tal
como 3 D-MPL (AS C2), este uUltimo Inmunoestimulante es aiin mas
eficiente cuando se usa en una dosis mas alta (AS C1) como en la
figura 16. Como antes, estas ceélulas T CD8 son células efectoras
secretoras de citocina faciimente diferencladas (no se muestran
datos). Las respuestas de CD8 Inducldas por cada componente del
adyuvante solo, son equlvalentes, pero se observan respuestas mas
altas cuando la STxB-ova es auxiliada con una combinaclén de
QS21 y al menos un ligando TLR (Figura 12B - los métodos fueron
llevados a cabo tal como se describen en 2.1.1 anteriormente, se
extrajo sangre a los ratones a los 6 dlas después de la segunda

inyeccién).

W

M5



10

15

20

25

63

VA mbin on Advuvante J o vante K

En contraste con las observaciones publicadas previamente,
el aumento de la respuesta de CDB se observa tamblén cuando
STxB-OVA se combina con una emulsién tal como IFA. La
formulacién con |IFA, una emulsién de agua en aceite, aumenta las
respuestas de CDB de una forma dependiente de l|la dosis. La
frecuencla aumentada de células T CD8 especificas para slinfekl
(Figura 14A) corresponde a funciones efectoras de CD8, tales como
produccién de citocina (Figura 14B) y actividad citotéxica (Figura
14C). Se obtienen resultados similares cuando STxB-ova se
combina con una emuisién de aceite en agua.

.2.4 Evaluacién de esta Inmunl In ida por STxB
ova combin n sistema adyu 1., B K. FolT

A continuacioén, evaluamos AS T y {os diferentes componentes
del sistema adyuvante F. La figura 16 muestra que cuando se
combina con STxB-OVA, cada componente es capaz de aumentar la
respuesta de T CD8 especifica para slinfekl. Sin embargo, la
respuesta mas alta se observa cuando los componentes se asoclan
en la formulaclén.

3.2.5 Ev n de la respu Inmunitaria |n Ida por STxB
va combinada ¢ uvante L M.

La figura 15 muestra que la combinacién de STX-B-OVA con

ligandos TLR tales como secuencias poli 1:C (TLR3) o CpG (TLRS9)

representativas de las categorias B y C aumenta significativamente
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la respuesta Inmunolégica de T CD8 especlifica para siinfekl.
3.2.8 Evaluacién de la respuesta inmunitaria | l r STxB
ova combinada con ol sistema adyuvante B, N o |

La figura 17 muestra que la respuesta de CD8 inducida por
STxB-OVA es mejorada claramente cuando se auxilia ya sea con
QS21 solo o con Q821 combinado con un ligando TLR3 (poli I:C) o
con un ligando TLRS {CpG).

3.2.7 Evaluacl ta Inmunlitar | or STxB
ova combinada con sistema adyuvante G, O, Po Q

Figura 18 muestra que la respuesta de CD8 Iinducida por
STxB-OVA se mejora claramente cuando se auxilia ya sea con CpG
sola o con CpG combinada con IFA o con diferentes emulsiones de

acelte en agua.

2.8 Evaluacién de la res inmunitaria Induc r STxB
ova combinada con sistema adyuvante G, Ro S

La Figura 18 muestra que la respuesta de CD8 inducida por
STX-B-OVA es mejorada claramente cuando se auxilla con CpG sola

o con CpG comblinada con AI{OH)3 o AIPO4.

3.2,9 Evaluacién de la respuesta Inmunitaria Inducida por STxB

ova combinada con sistema adyuvante G, L, Uo V
La Figura 21 muestra que, ademas de los ligandos TLRS y 3,

la combinacién de STX-B-OVA con los ligandos TLR2 y TLR7/8
también aumenta significativamente |la amplitud de la respuesta T
CD8 especlifica para siinfekl. Se sometié a prueba el ligando TLR2

en una gama de dosis desde 0.2 hasta 10 ug. No se observd 5 ug.

\\6
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De manera Interesante, se observé una respuesta reducida cuando
se aumentd la dosis a 10 pg. Esto se podria explicar por la
capacidad del ligando TLR2 de inducir las moléculas reguladoras
tales como IL-10.
3.2.10 Evaluacién de la respuesta | rla Inducida por STxB
v | Istema adyuvante W1 o W2.

La Figura 22 muestra que la combinaclén de STxB-Ova con
AS W1 (que contiene fosfato de aluminio en una formulaclén en la
cual el antigeno es adsorbido en la sal de aluminio) proporciona
poca mejora en la respuesta Inmunlitaria sobre la observada con el
péptido 8TxB-ova con adyuvante. Sin embargo, (en este caso
aproximadamente 70%) no se adsorbe en la sal de aluminio, por
eJemplo reallzando la adsorcidn con sal de aluminio disuelta en
salina regulada fosfatada tal como se observa en AS W2, luego se
observa una respues_ta Inmunitaria sobre la dada por STxB-Ova sin

adyuvante.

y7
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién para vacuna que contiene la subunidad
B de la toxina Shiga o un equivalente Inmunolégicamente funcional
de ella que es capaz de fijar el receptor Gb3, en formacién de
compiejo con un antigeno, y ademéas contiene un adyuvante,
silempre que cuando el adyuvante sea solamente una sal metalica,
esté formulado de tal manera que no mas de aproximadamente 50%
del antigeno sea adsorbido en la sal metalica, caracterizado porque
el adyuvante se selecciona del grupo de sales metalicas,
emulsiones de acelte en agua, agonistas del receptor tipo toll, QS21
o combinaciones de ellos.

2. Una composicién para vacuna de acuerdo con la
relvindicacién 1, caracterizada ademés porque el equivalente
inmulolégicamente funcional de la subunidad B de la toxina Shiga
tiene al menos 50% de identidad de secuencia de aminoécidos con
la subunidad B de la toxina Shiga.

3. Una composicion para vacuna de acuerdo con |la
relvindicacién 2, caracterizada ademéas porque el vector es la
subunidad B de la toxina Shiga o un fragmento funcional de ella.

4, Una composicion para vacuna de acuerdo con la
relvindicacion 2, caracterizada ademéas porque el vector es la
subunidad B de la Verotoxina 1 o un fragmento funcional de ella.

5. Una composiclén para vacuna de acuerdo con la

reivindicaclén 1, caracterlzada ademas porque el adyuvante es un

&
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agonista del receptor de tipo toll.

6. Una composiciobn para vacuna de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
ademas porque el antigeno y la subunidad B estan unidos
covalentemente.

7. Una composicion para vacuna de acuerdo con la
reivindicacidn 6, caracterizada ademéas porque el antigeno esta
unido a la toxina por medio de un residuo de cisteina.

8. Una composicion para vacuna de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada
ademés porque el adyuvante se selecclona del grupo: sales
metdlicas, Q821, llpido A o derivado de éi, un fosfato de alquil
glucosaminida, un oligonucleétido inmunoestimulador o
combinaciones de ellos.

9. Una composicién para vacuna de acuerdo con la
reivindicaclén 8, caracterlzada ademéas porque [a QS21 es
presentada en la forma de un liposoma, Iscom, o una emulsidon de
aceite en agua.

10. Una composiciébn para vacuna de acuerdo con la
relvindicacién 5 y con la relvindicacion 8, caracterizada porque el
derivado de lipido A se selecciona de lipido A monofosforil, lipido A
monofosforil 3 desacilado, OM 174, OM 187, OM 284,

11. Una composiclén para vacuna de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 10, caracterlzada ademas

porque el adyuvante es una combinacién de al menos un
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representante de dos de los siguientes grupos:

i) QS21,

i1) un agonista del receptor 4 de tipo toll, y

illl) un agonista del receptor 9 de tipo toll.

12. Una composicién para vacuna de acuerdo con la
reivindicacion 11, caracterizada ademas porque |a saponina es
QS21 y el agonista del receptor 4 de tipo peaje es lipido A
monofosforil 3 desacilado, y e! receptor 9 de tipo peaje es un
oligonucledétido inmunoestimulador que contiene CpG.

13. Una composicion para vacuna de acuerdo con
cuaiquiera de las reivindicaciones 1 hasta 12, caracterizada ademas
porque el antigeno se selecciona del grupo de antigenos que
proporciona inmunidad contra el grupo de enfermedades
seleccionadas de patdégenos intracelulares o enfermedades
proliferativas.

14. Una composicién para vacuna que contiene la subunidad
B de la toxina Shiga o un equlvalente inmunolégicamente funcional
de ella, con un antigeno y un adyuvante para su uso en medicina.

15. Un proceso para la producciéon de una vacuna de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 13,
caracterizado ademéas porque un antigeno en combinacidon con la
subunidad B de 1a toxina Shiga o con el equivalente
inmunolégicamente funcional de ella, estd mezclado con un
adyuvante, caracterizado ademés porque el adyuvante se

selecciona del grupo de sales metélicas, emulsiones de aceite en

AA



agua, agonistas del receptor de tipo toll, QS21 o comblnaciones de

ellos.
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FIG. 6B
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FIG. 12B
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FIG. 19
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Como resultado del axamen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisitn 486 de la Comlsién de la Comnidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le commica que:

1. La golicitud no contiene la copla del documento en que consta la ceslén del
deracho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decislbn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Declsifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficlo, complete los requisitos anterliormente enunciados.
En casd de no dar cumplimiento al presente reguerimiento, la solicitud se
considerari asbandonada y perderi su prelaciém.

Notlfiquese el presente
e), del capitulo

1o conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, litexral
1l titulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.
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