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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacion Legal. (Poder DOMANTIS LIMITED)
Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante.
Declaraciones.

Copia de [a solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Copia del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccidn del reporte preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el casg, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, maodificaciones efectuadas a la solicitud internacional.

NO OOODODODONUOOOXRXKX @

Otros: reporte de blsqueda internacional, publicacién, opinién escrita de la autoridad de busqueda
internacional y listado de secuencias.

@ FIGURA CARACTERISTICA:
f
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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 personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

ALICI;KLQES‘R%DA RICAURTE

T.P. No. 53.215

&



TRADUCCION OFICIAL Ne. 2007-06-16-455
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Certificado Notarial, documento también escrito en espafiol.

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Reino Unido de la Gran Bretaiia e Irlanda del Norte

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

ha sido firmado por James Kerr Milligan

actuando como Notario Publico

_—
lleva el sellofestampilla de dicho Notario Publico "%%
Certificado 5 0T ﬁ%’é
en Londres 6. el 10de fiayatie 2007 Coe
por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad“—i{:@‘aJ Asuntos
Exteriores y de la Comunidad de Naciones /
Numero: H381888
9. Sello/estampilla: 10.  Firma: (ilegibl %% =
Sello de la Oficina de Asuntos R Shiton - & = ;33;;;'
Exteriores y del Commonweaith Por el Secra’farlo fﬁ:ga Est&“él%ﬁ
Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de l@ﬁonvenc:&;

L‘Jl ;‘__;-—m

de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seg énﬁonsurm
de la misién que representa a ese pais. Una apostilla o‘*']cert@g:ado de
legalizacion udnicamente confirma que la firma, sello o estampilla sobre el -

documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean

TRADUCTORA OFICLAT,

2@, 2177 ] 59 MINJUSTICLA
TR

Gorta B3CORARDETAMAYO




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

Poder de Representacion Legal, documento escrito en inglés y en espaiol.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 19 de junio de 2007,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL
aEs. 2173 89 MINJUSTLELA

Uqrra ERCOBAT DETAMAYO G&




DE PINNA

N a T o ” t

Yo, el infrascrito, James Kerr MILLIGAN, Notario Pablico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y
juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del
puiio y letra del Sefior Don Peter John GIDDINGS, cuya identidad me
consta, Apoderado de la Sociedad inglesa denominada “DOMANTIS
LIMITED”, sociedad privada de responsabilidad limitada debidamente
constituida, organizada y existente de acuerdo con la ley inglesa, en actual
funcionamiento, e inscrita en la Oficina de Registro de Sociedades de
Inglaterra y Gales bajo el nimero 3907648, con domicilio social en 980
Great West Road, Brentford, Middlesex TW8 9GS, Inglaterra;

QUE el citado Sefior Don Peter John GIDDINGS esti debida y
suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en virtud
del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 13 de
marzo de 2007, una copia del cual 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 donde y como convenga y fuere necesario expido el
presente Certificado que firmo y sello en dicha Ciudad de Londres, el dia de
hoy nueve de mayo del afio dos mil siete.

a

Jam::j Kerr MILLIGAN

Notario Publico de Londres, Inglaterra

DF PENNA
A6 Piceudilty Londao WL QL)
Tetephone:+-L1 (H20 7208 200 Facsimilu; +44 {020 T20H 606G




APOSTILLE
(Hague Convenlion of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND

e e —

1. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern frcland
Pays: Royaume-Unide Grande-Bretagne et d’Irlande du MNord

This public docurment / Le présent acte public

2. Has been signed by James Kerr Milligan
a été signé par

3. Acting in the capacity of Netary Publie
agissant en qualité de

4. Bears the sealstamp of  The Said Notary Public
est revétu du sceauftimbre de

Certified/Atlesté
5. at Londonfa Londres 6. thefle 10 May 2007

7. by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs /
par le Secrétaire d’Etat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonwealth.

% Numbeifsous No H381888

9. Stamp: 10. Signawre: R Shilton
timbre:

For the Secretury of State / Pour le Secréuaire d*Esar

11 this document is te be uscd in a country which is not party to the Hague Convention of § October
1961, it should be presented to the consular section of the missien representing that country. An '
apastille or legalisation certificate only confirms that the signature, seal or stamp an the document is

genuine. It does not mean vt the contents of the document are CoTrcct o \hat the Foreign &

Commonwealth Office approves of the contents.
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Los abajo firmados,
DO(‘{\Q(‘\‘\'?5 |2 mbled
O soctedad organiza da Y
cxistenle bajo las lejes de
BTN q\a Yercar.
Con'doﬁé%iogr:ﬂ /e s Foael , B«eq* F\’:HCPJ
Hiadlesex TwWd qes, 68.

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA vy/o
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogots,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No,
5-83, piso 60., nuestros representantes legales vy
verdaderos en Bogota, con facullades para recibir
notificaciones y nombrar apcderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o. del arlicule 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA yfo GUSTAVO
TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facullados para
representarnos anle las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
auloridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos  y presentar  desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar  total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuesios y cuotas y efectuar lodo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuesiros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los
tribunales, quedan  facultados para tomar
intervencién como demandantes o demandados ante
los jueces que sean competentes, pudiendo transar,
someter a arbitros, desistir, percibir y apelar, con
todas las demas facullades que resulten necesarias,
y por el presente declaramos desde ahora valido y
bueno cuanto dichos representantes ylo los
apoderados que cualquiera de ellos nombre hicieren
en nuesiro heneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYOQO y/o IGNACIO
SANTAMARIA  y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial |a
protacolizacion de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado ¢ mayo, 2007

Domantis Limited
domiciled at

980 Great West Road, Brentford, Middlesex TW8
9GS, GB

(formerly of 315 Cambridge Science Park,
Cambridge CB4 OWG, GB)

hereby appaint, ALICIA LLOREDA andior
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA andfor ENRIQUE ALVAREZ, of
Bogota, Colombia, with offices in said town, Calle 72
No. 5-83, Sixth Floor, our true and legal
representatives in Bogota, with power to receive
notifications and to appoint judicial or exirajudicial
agents, so as to comply with paragraph 10. of article
543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO andfor IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered 1o
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose
we aulharize them to take before the said autharilies
all the necessary steps for the said end; to file
pelitions, declarations, c¢laims, recourses and
withdrawals, to draw up specifications; to file
amendments, to limit the scope of applications, file
oppositions; file cancellations total or partially waive
registrations, to pay all insiallments and effect all
other payments prescribed by law; to receive proper
receipls, to comply with all other requirements and, in
short, 1o take all those measures which they may
deem fit for the protection of our interests; and in
case of opposition, where the proceedings be passed
over to the courts, we authorize said agents to act on
our behalf, as complainanis as well as defendants,
before the competent judges, with full powers to
make arrangements, lo submit to arbitrators, o
desist, to collect, to appeal and, in short, with all such
further powers as may be required, and we hereby
dectare from now on as valid and good all that said
representalives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefil.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYQ andior IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our
name, before the Office of Industrial Property.

-8 MAY 2007

Given and signed this

Peter John GIDDINGS
Attorney and Authorised Official

NOTA RY SHOULD EXECUTE OTHER SIDE

Df.vew 20 }




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRAGTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51) Nt CF, AGTK 5137

{22) Fecha de solicitud: 25-04-11 {71} Solicitante(s): DOMANTIS LIMITED Y LIPOTEK PTY LTD
(30) Prioridad  (31) No. Prioridad (32) Fecha {33) Pais
61/107,095 21-10-08 us
{72) Inventor{es):  ALTIN, Joseph; ATMOSUKARTO, Ines; DE
WILDT, Rudolf, Maria; PARISH, Christopher y
PRICE, Jason.
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 21.05-11 Publicacidn internacional

(86) Datos relativos a la presentacitn de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de [a solicitud: 18-10-09
Mo. de solicitud; PCT/EP2009/063656

Fecha: 29-04-10
N°® publicacion: WO 2010/046338 A1

(54) Titulo:

COMPOSICION PARA DIRIGIRSE A LAS CELULAS DENDRITICAS

Resumen - Reivindicacién(es):

Sector: Preparaciones medicinales que contienen antigenos o anticuerpos y que actiian como agentes antineoplasicos.

Resumen.-

La presente invencion se refiere a una composicién para dirigirse a las células dendriticas. En particular, la presente invencién

se refiere a una composicion que comprende: a) uno o mas antigenos; b) un solo dominio vanable de inmunoglobulina anti-DC-

SIGN; y ¢} un vehicuio que es poriador de a} y b). La invencién se refiere ademas a formulaciones, composiciones, y

dispositivos que comprenden estas moléculas anti-DC-SIGN, y su uso como un medicamento, y en el tratamiento de cancer,

adecuadamente melanoma.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS )
SUPERINTENDENCIA PATENTE DEINVENCION ___ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __
{21} N* de solicitud: (22} Fecha de solicitud: 25-04-11

(51} ClasHficacién Internacional: AG1K 9/127

(71) Solicitante(s): DOMANTIS LIMITED Y LIPOTEK PTYLTD

{72) Inventor(es): ALTIN, Joseph; ATMOSUKARTO, Ines; DE WILDT, Rudolf, Maria; PARISH, Christopher y PRICE, Jason.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais

61107,085 21-10-08 us
{85) Fecha limite inicio fase nacional; 21-05-11 (87} Publicacidn intemacional
(86} Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha; 29-04-10
Fecha de presentacitn de la solicitud: 19-10-09 N® publicacién; WO 2010/046338 A1

No. de solicitud: PCT/EP2009/063656

{54) Titulo:  COMPOSICION PARA DIRIGIRSE A LAS CELULAS DENDRITICAS




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENGENCIA PATENTEDEINVENCION ___ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __

(21) N° de solicitud: {22) Fecha de solicitud: 25-04-11
(51) Clasificacion Infemacional: AB1K 9/127
(71) Solicitante{s): DOMANTIS LIMITED ¥ LIPOTEK PTY LTD

(72) Inventor{es): ALTIN, Joseph; ATMOSUKARTO, Ines; DE WILDT, Rudoff, Mara; PARISH.
Christopher y PRICE, Jason.

(30) Prioridad (31)  No. Prioridad  (32) Fecha (33) Pais 6x6cm
61/107 095 21-10-08 us
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 21-05-11 (87) Publicacion intemacional;
(86) Datos relativos a la presentacion de ia solic. PCT Fecha: 29-04-10
Fecha de presentacion de la solicitud: 19-10-08 Ne. Publicacion : WO 2010/046338 At
No. de solicitud: PCT/EP2009/063636
(54) Titulo:

COMPOSIC!ON PARA DIRIGIRSE A LAS CELULAS DENDRITICAS

{57) Resumen:

Sector: Preparaciones madicinales que contienen antigenos o anticuerpos y que actian como agenles antineoplasicos.

Resumen..

La presénte invencitn se refiere a una composicidn para dirigirse a las células dendrfticas. En particular, la presente invencién se reflere a una
composicién que comprende: a) uno o mas antigenos; b) un solo dominlo variable de inmunoglobulina anti-DC-SIGN; y ¢} un vehiculo que es portador
de a) y b). La invenclén se raflere ademas a formulaciones, composiciones, y dispositivos gue comprenden estas moléculas antl-DC-SIGN, y su uso
como un medicamento, ¥ en el tratamiento de céncer, adecuadamente metanoma,

A



PATENT COOPERATION TREATY
PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER se6 Form PCTASA/Z20
1JF/DB00061 ACTION as weall as, whare applicable, item 5 balow.
Intemational application No. Intermational filing date {day/month/year) (Earligst) Priority Date (day/month/year)
PCT/EP2009/063656 19/10/2009 21/10/2008
Applicant

DOMANTIS LIMITED

This Internationat search report has been prepared by this Intemational Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is belng lransmitted to the Intemational Bureau.

This international search report consists of a total of [ sheets.
Itis also accompanied by a copy of aach prior art dogument clted in this report,

1. Basls of the report ‘
a. With regard to the language, the intemational search was camied out on the basis ol:
the Iinternatienal application in the language in which it was filed

D a translation of the internatlonal application into , which is the language
of a translation fumishad for the purposes of intemational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b})

b. D This international search report has been established taking into acoount the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis{a)).

2. D Certain claims were found unsearchable (See Box No. 1)
a, [[]  unityof invention Is tacking (see Box No Iil)

4. With regard to the title,

the text Is approved as submitted by the applicant
D the text has been establishad by this Authority 1o read as tollows:

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV, The applicant
may, within ene month {rom the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings 1o be published with the abstract is Figure No, 1 ___
D as suggested by the applicant
as selected by this Authority, because the applicant failed to sugpest a figure
D as selgctad by this Authority, because this figure better characterizes the invention
b. [T} none of the figures is to be published with the abstract

c. With regard to any nucleclide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. |.

Form PCTHSM1 0 (first sheet} (Apnil 2007)

M



Intemational application No.

PCT/EP2009/063656

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Box No. | Nucieotide and/or arﬁlno acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1, With regard to any nucleotide and/or aming acid sequence disclosed in the intemnational application and nacessary to the claimed
invention, the intermational search was carried out on the basis of:

a. type ol matarial

a sequence listing

D table(s) related to the sequence listing

b. format of material

on paper
in electronic form

c. time of filingAurnishing
contained in the intemational application as tiled
D filed togather with the intemational application in electronic form
fumished subsequently 10 this Authority for the purpose of search
2. In addition, in the case that more than one verslon or copy of a sequence listing and/or table relating thereio has been filgd

or furnished, the required statemants that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as tiled or does not go beyond the application as filed, as appropriate, ware furnishad.

3. Additional comments;

Form PCTASA/210 {cantinuation of first shaat {1)) (Aprl 2005)

A2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International epplication No

PCT/EP2009/063656

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
INV. A61K9/127 A61K39/00

A61P35/00

A61P37/04

According 1o intemational Patent Classification (IPC) or lo both national classilication and IPC

B, FMELDS SEARCHED

CO7K  A61K
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INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/EP2009/063656

Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
B the international application in the language in which it was filed

0 atranslation of the international application into .v)vhich is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

2. [ This gpinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

3. With regard to any nucleotide andior aming acld sequence disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
B asequence listing
0 table(s) related to the sequence listing

b. format of material;
® on paper
& in electronic form

¢. time of filingAurnishing;
& contained in the international application as filed.
O filed together with the international application in electronic form.
B furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

4. B In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additiona!

copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

5. Additional comments:

Form PCTASA/237 (April 2007)
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Box No. V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i} with regard to novelty, inventive step or
industrial applicabllity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Noveity (N) Yes: Claims 1-29
No: Claims
Inventive step (IS) " Yes: Claims none
No: Claims 1-2
industrial applicability {IA) Yes: Claims 1-29

No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet
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WRITTEN OPINION OF THE .International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
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Re item V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1.  Cited documents
Reference is made to the documents cited in the international search report:

D1: WO 2005/018610 A (LIPOTEK PTY LTD [AU]; ALTIN JOSEPH [AU];
PARISH CHRISTOPHER RICHARD [A) 3 March 2005 (2005-03-03)

D2: VAN BROEKHOVEN CHRISTINA L ET AL., CANCER RESEARCH,
AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, BALTIMORE,
MD., US, vol. 64, no. 12, 15 June 2004 (2004-06-15), pages 4357-4365

D3 KRETZ-ROMMEL ANKE ET AL., JOURNAL OF IMMUNOTHERAPY,
LIPPINCOTT WILLIAMS & WILKINS, HAGERSTOWN, MD, US, vol. 30,
no. 7, 1 October 2007 (2007-10-01), pages

D4: TACKEN PAUL J ET AL., BLOOD, AMERICAN SOCIETY OF
HEMATOLOGY, US, vol. 108, no. 4, 15 August 2005 (2005-08-15), pages
1278-1285

D5: TACKENP JET AL., IMMUNOBIOLOGY, URBAN UND FISCHER
VERLAG, DE, vol. 211, no. 6-8, 14 September 2006 (2006-09-14), pages
539-608

D6: HOLT LJET AL., TRENDS IN BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER
PUBLICATIONS, CAMBRIDGE, GB, vol. 21, no. 11, 1 November 2003
{2003-11-01), pages 484-490

D7. DEMAREST STEPHEN J ET AL., CURRENT OPINION IN DRUG
DISCOVERY AND DEVELOPMENT, CURRENT DRUGS, LONDON, GB,
vol. 11, no. 5, 1 September 2008 (2008-09-01), pages 675-687

D8: - WO 2005/035572 A (DOMANTIS LTD [GB]; TOMLINSON IAN [GB);

-~ BASRAN AMRIK [GB]; JONES PHILIP) 21 April 2005 (2005-04-21)

D9: . MAHNKE KARSTEN ET AL., CANCER RESEARCH, AMERICAN
ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, BALTIMORE, MD., US, vol.
65, no. 15, 1 August 2005 (2005-08-01), pages 7007-7012

D10: HERSEY PETER ET AL., JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY :
OFFICIAL JOURNAL OF THE AMERICAN SOCIETY OF CLINICAL
ONCOLOGY 15.0CT 2002, vol. 20, no. 20, 15 October 2002 (2002-10-15),
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INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2009/063656

pages 4181-41380

2. The present invention relates to a composition for targeting dendritic cells
comprising: a) one or more antigens; b) an anti-DC-SIGN immunoglobulin single
~ variable domain; and c) a carrier which carries a) and b).

3. The subject-matter of claims 1-29 appears to be new in view of the available prior
art (Article 33(2) PCT).

4.  Inventive step

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because
the subject-matter of claims 1-29 does not involve an inventive step in the sense
of Article 33(3) PCT.

The document D1 is regarded as being the closest prior art to the subject-matter
of claim 1 and discloses (page 3, lines 9-16) a composition for modulating
immunity by the in vivo targeting of an antigen to dendritic ceils, the composition
comprising: a preparation of antigen-containing membrane vesicles or
antigen-containing liposomes having on the surface thereof a plurality of metat
chelating groups; and a ligand for a receptor on said dendritic cells, said ligand
being linked to a said metal chelating group via a metal affinity tag on said.ligand;
wherein, said antigen-containing vesicles or liposomes include an
immunomodulatory factor.

The subject-matter-of claim 1 therefore differs from this known composition in that
it comprises an anti-DC-SIGN immunoglobulin single variable domain.

The problem to be solved by the present invention may therefore be regarded as

the provision of an alternative composition for in vivo targeting of an antigen to
dendritic cells.

The solution propesed in claim 1 of the present application cannot be considered
as involving an inventive step (Article 33(3) PCT) for the following reasons.

D1 already proposes to use an anti DC-SIGN (CD209) antibody which can be a

Form PCT/ISA/237 (Separaté Sheet) {Sheet 2) (EPO-April 2005)
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INTERNATIONAL SEARCHING '
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2009/063656

domain antibody for targeting the composition to dendritic cells (page B, line 32 -
page 9, line 4, claims 5, 19 and 21). No inventive step can, thus, be acknowledged
for the subject-matter of claim 1. »

D1 likewise discloses a method for making the composition and its use for the
treatment of melanoma (page 3, lines 17-29; page 10, lines 8-12; claims 11, 27).
The independent claims 19, 23, 24, 27 are therefore also considered not
inventive,

Dependent claims 2-18, 20-22, 25, 26 do not contain any features which, in
combination with the features of any claim to which they refer, meet the require-
ments of the PCT in respect of inventive step either.

D1 already discloses the use of an immunomodulatory factor (page 9, lines 28-31;
claim 1); one or more tumor antigens derived from membrane vesicles (page 8,
lines 6-18; page 11, line 11 - page 12, line 8; page 16, lines 1-14; Figure 1;
Example 1); use of (NTA),-DTDA (page 8, lines 19 - 31).

D2, like D1 discloses the targeting of dendritic cells with antigen-containing
liposomes cbmprising NTA,-DTDA and in addition discloses the use of nickel
sulphate (page 4357, right hand column, last paragraph).

The MM200 melanoma cells and tumour antigens expressed by it are known from
D10 (abstract; page 4188, right hand column, second paragraph).

in the absence of any information in the application as originally filed regarding
any surprising properties of the anti-DC-SIGN immunoglobulin single variable
domain comprising SEQ I1D NO: 1 or SEQ ID NO: 3 {DMS5000) no inventive step
can be acknowledged for claims 10, 28, 29 either.

For the sake of completeness it is noted that claims 1-29 are also considered to
lack an inventive step in view of any of D3, D4, D5 in combination with D6 or D7.

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) {Sheet 3) {EPO-Aprit 2005)
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COMPOSICION PARA DIRIGIRSE A LAS CELULAS DENDRITICAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una composicién para
dirigirse a las células dendriticas. En particular, la presente
invencion se refiere a una composicidén que comprende: a) uno o mas
antigenos; b) un solo dominio variable de inmunoglobulina anti-DC-
SIGN; y ¢) un vehiculo que es portador de a) y b). La invencién se
refiere ademas a formulaciones, composiciones, y dispositives que
comprenden estas moléculas anti-DC-SIGN, y su uso comg un

medicamento, y en el tratamiento de céancer, adecuadamente

melanoma.

SECTOR: Preparaciones medicinales que c¢ontienen antigenos o

anticuerpos y que actlan como agentes antineoplésicos.
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COMPOSICION PARA DIRIGIRSE A LAS CELULAS DENDRITICAS

La presente invencién se refiere a una composicion para
dirigirse a las células dendriticas. En particular, la presente
invencion se refiere a una composicién para vacunacién, la cual
comprende vesiculas de membrana que comprenden antigenos vy
moléculas que se dirigen hacia las ceélulas dendriticas. De una
manera adecuada, las moléculas que se dirigen hacia las células
dendriticas son moléculas que se enlazan a DC-SIGN. La invencién
se refiere ademdas a los usos, formulaciones, composiciones vy
dispositivos que comprenden estas moléculas anti-DC-SIGN.,

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El melanoma maligno es responsable del 79 por ciento de las
muertes relacionadas con cédncer de piel, a pesar del hecho de que
cuenta solamente por el 4 por ciento de todos los canceres de piel
[1]. Australia y Nueva Zelanda tienen e| indice méas alto de incidencia
y mortalidad por melanoma, y se reporta que se esta elevando su
apariciéon [2].

El melanoma maligno se presenta a partir de las mutaciones en
las células productoras de melanina, los melanocitos. Debido a que
los melanocitos se encuentran en su mayor parte en la capa
epidérmica de la piel, ésta es en consecuencia el lugar mas comun
para las lesiones de melanoma primaras [3]. También se pueden
presentar lesiones primarias en sitios no cutdneos en donde se

encuentren los melanocitos, tales como la mucosa oral, nasofaringe,



10

15

20

25

senos paranasales, arbol traquecbronquial, vulva, vagina, ano, tracto
urinario, sistema nervioso central, y ojos [4]. Se utiliza un sistema en
etapas para medir el grade y la gravedad de la enfermedad, el cual
se basa en la examinacién del tumor primario y del grado de la
extensién. Debido a que no se han identificado marcadores
sanguineos confiables para los propésitos de rastreo, el diagndéstico
se apoya en las mediciones obtenidas a través de la examinacién
fisica y las técnicas de radioclogia. Estas mediciones se utilizan para
determinar el desarrollo global (Etapa 0 a Etapa I1V) y el pronéstico
del paciente. Las primeras etapas (0, | y Il}) no muestran extensién
del tumor primario y tienen muy buen pronostico. Estas primeras
etapas se diferencian principalmente basandose en la profundidad
del tumor invasor. Cuando el tumor primario se ha metastatizado
hasta las glandulas linfaticas o el tejido circundante, pero no hasta
un ganglio linfatico u otro 6rgano distante, se diagnostica que el
paciente estd en la Etapa Ill. Cuando el melanoma se ha extendido
hasta los 6rganos distantes o hasta las glandulas linfaticas distantes,
se diagnostica la Etapa IV de la enfermedad [5]. Debido a que las
primeras etapas del melanoma en general no presentan sintomas,
para el momento gque se diagnostica el cancer en un paciente, en
general ya estd en etapas avanzadas (Etapas Il o V), y en
consecuencias, el pronéstico es pobre.

La deteccién oportuna del melanoma cutaneo, seguida por una
intervencién apropiada, tiene el mayor impacto sobre el prondstico

de los pacientes con melanoma. Cuando se detecta en las Etapas 0 a
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Il, el tratamiento recomendado es remover el tumor primario, la piel,
y la carne de alrededor de! tumor primaric mediante cirugia. Cuando
se reconoce la condicién oportunamente en su curso, y se remueve
quirargicamente el tumor primario, el 97 por ciento de los pacientes
no muestran recurrencia alguna del problema. Debido a que los
tumores incompietamente escindidos tienen un alto indice de
recurrencia, y debido a que los pacientes con lesiones recurrentes
tienen indices mas bajos de cura a liargo plazo, es importante
remover el tumor entero [6]. La profundidad de invasién del tumor en
el momento del diagnodstico predice con mayor precision la
sobrevivencia a partir del melanoma: el indice de sobrevivencia
asociado con el melanoma estd inversamente relacionado con su
profundidad en el momento del diagndstico. Cuando el melanoma
primario ha invadido mas profundamente, se conduce una biopsia del
ganglio centinela para evaluar mas precisamente la enfermedad, y
para ayudar a determinar la necesidad de un tratamiento adicional.
Cuando se diagnostican las etapas mas tardias (Il y IV), las
opciones de tratamiento que existen para el melanoma maligno son
insatisfactorias, y la sobrevivencia a largo plazo de los pacientes con
melanoma metastasico es un suceso relativamente raro [7]. Para los
pacientes en la Etapa Ill, en general se remueve el ganglio linfatico
que rodea al ganglio que se prueba como positive para melanoma.
Cuando los pacientes son médicamente inadecuados para la cirugia
o tienen la enfermedad no reseccionable debido a que es demasiado

extensa, se puede utilizar radioterapia como una alternativa para la
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cirugia. También se considera la radicterapia después de |la
operacién en los pacientes que sean positivos o que tengan
margenes cercanos en seguida de la cirugia, o en donde la
metastasis hacia los ganglios linfaticos presente e! riesgo de una
presentacion regional [8]. Para el melanoma en l|la Etapa IV, el
tratamientc convencional es la quimioterapia utilizando dacarbazina
(DTIC) [9]. Otros farmacos de gquimicterapia, tales como lomustina y
fotemustina también estan aprobados para el melanoma en la Etapa
IV [10].

Dos terapias biolégicas han recibido la aprobacién de la FDA
para utilizarse en el tratamiento de los pacientes con melanoma de
alto riesgo: interferén alfa-2b e IL-2. El interferdn alfa-2b se
prescribe como una terapia adyuvante para alterar la historia natural
de la enfermedad, y en algunos estudios ha mostrado que disminuye
los indices de recurrencia en los pacientes con melanoma maligno de
alto riesgo completamente reseccionado [H]. El tratamiento, sin
embargo, requiere de una administraciéon repetida durante un periodo
de 52 semanas, la cual estd asociada con toxicidades significativas y
con un costo considerable [12]. La IL-2 es wun agente
inmunoterapéutico utilizado para los pacientes con melanoma
metastasico, y esta asociado con un indice bajo pero consistente de
respuesta global de aproximadamente el 13 al 17 por ciento
(respuesta parcial del 7 al 9 por ciento, y respuesta completa del 6 al
8 por ciento) [13, 14].

El melanoma es un cancer inmunogénico. Con frecuencia se
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encuentran grandes numeros de linfocitos infiitrantes de tumores
naturalmente en los pacientes con melanoma, y muchos estudios han
reportado que las células de melanoma expresan antigenos gue
pueden inducir respuestas de células-T y de anticuerpos especificas
de! melanoma [15]. Esto ha conducido al diserio de diferentes
estrategias de vacunas para melanoma, algunas de las cuales estan
compuestas de células enteras, lisados celulares, proteinas, y otros
de los péptidos especificos. También se han probado las vacunas
basadas en células dendriticas que utilizan célutas dendriticas (DCs)
cargadas con antigeno ex-vivo, con el objeto de mejorar la respuesta
inmunitaria del paciente al tumor. Sin embargo, a pesar de mas de
15 afios de estudios, ninguno ha sido todavia aprobado para
utilizarse fuera de un estudio clinico [16].

De conformidad con lo anterior, sigue existiendo una necesidad
de un tratamiento efectivo para ¢l melanoma.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencidén proporciona una
composicién que comprende:

a) uno 0 mas antigenos;

b) un solo dominio variable de inmunoglobulina anti-DC-
SIGN; ¥y

c) un vehiculo, el cual es portador de a) y b).

En una modalidad, la composicién comprende ademds, d) un
factor inmunomodulador. Los factores inmunomoduiadores

adecuados se describen, por ejemplo, en la Publicacién Internacional
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Numero WO 2005/018610. Los factores inmunomoduladores
adecuados también se pueden describir como “sefiales de peligro".

En una modalidad, uno 0 mas antigenos se derivan a partir de
vesiculas de membrana (MVs). De una manera adecuada, las
vesiculas de membrana comprenden uno o mas antigenos asociados
con membrana, adecuadamente, antigenos tumorales, incluyendo los
antigenos de diferenciacién de melanoma de tirosinasa, gp100, y
MART-1, o los antigenos de cancer de testiculos MAGE-A3. MAGE A-
10, BAGE. GAGE, y XAGE.

En otra modalidad, el uno 0 mas antigenos se pueden derivar a
partir de cualquier polipéptido para el cual pueda ser deseable Ia
presentacién sobre una célula dendritica.

En una modalidad, las vesiculas de membrana se derivan a
partir de células tumorales, de preferencia células de melanoma.
Estan disponibles un nimero de lineas celulares de melanoma. En
una modalidad, se utilizan células de melanoma derivadas a partir de
la linea celular de melanoma MM200. En otra modalidad, las células
de melanoma se pueden obtener a partir de un paciente. En una
modalidad, el paciente es un paciente con melanoma maligno. En
otra modalidad, las células tumorales pueden ser una linea celular o
las células del paciente derivadas a partir de cualquier forma de
cancer, incluyendo, por ejemplo, céncer de vejiga, mama, pulmdn
(incluyendo carcinoma pulmonar no microcelular {(NSCLC)), higado,
seminomas y/o cancer de cabeza y cuello.

En otra modalidad, el dnico dominio variable de
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inmunoglobulina anti-DC-SIGN es un anticuerpo de un solo dominio
(dAb), de una manera adecuada un fragmento de anticuerpo de un
solo dominio (dAb) de la cadena pesada, tal como un fragmento de
dAb V4. En otra modalidad, el udnico doeminio variable de
inmunoglobulina anti-DC-SIGN es un fragmento de anticuerpo de un
solo dominio (dAb) de la cadena ligera, tal como un fragmento de
dAb V.. En una modalidad, el unico dominio variable de
inmunoglobulina anti-DC-SIGN comprende el anticuerpo de un solo
dominio especifico, identificado en |la presente como DMS5000, el
cual comprende una secuencia de aminodcidos como se estipula en
la SEQ ID NO: 1 de la Figura 12. En otra modalidad, el tnico dominio
variable de inmunogliobulina anti-DC-SIGN es DMS5000 que tiene
una secuencia de aminoacidos como se estipula en la SEQ 1D NO: 1
de la Figura 12. En otra modalidad, el dnico dominio variable de
inmunoglobulina anti-DC-SIGN comprende wuna secuencia de
aminoacidos como se estipula en la SEQ ID NO: 3. En una modalidad
adicional, el unico dominio variable de inmunoglobulina anti-DC-
SIGN es uno que tiene la misma especificidad de enlace que el Gnico
dominio variable de inmunoglobulina anti-DC-SIGN que tiene una
secuencia de aminoacidos como se estipula en la SEQ ID NOC:. 1 o en
la SEQ 1D NO: 3. En otra modalidad, el anico dominio variable de
inmunoglobulina anti-DC-SIGN es uno que tiene las mismas
secuencias de las regiones determinantes de complementariedad

(CDR) que la secuencia de aminoacidos estipulada en la SEQ ID NO:

16 3.
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El uUnico dominio variable de inmunoglobulina anti-DC-SIGN
puede comprender ademas una cola C-terminal de polihistidina. Por
ejemplo, el inico dominioc variable de inmunoglobulina anti-DC-SIGN
puede comprender la secuencia de aminoacidos como se estipula en
la SEQ ID NO: 2 de la Figura 12. Esta cola C-terminal de
polihistidina hace posible atar el uUnico dominic variable de
inmunoglobulina anti-DC-SIGN por medio de la cola a las vesiculas
de membrana utilizando el lipido quelante 3NTA-DTDA.

Los vehiculos adecuados incluyen cualquier método de
suministro adecuado, tal como microcapsulas biodegradables o
compiejos inmunoestimulantes (ISCOMs), cocleatos, liposomas,
vectores vivos atenuados genéticamente disefados, tales como virus
o bacterias, y particulas tipo virus {quiméricas) recombinantes, por
ejemplo, Bluetongue. Otros sistemas portadores en los seres
humanos pueden incluir cdpsulas de liberacién entérica que protejan
al antigeno del medio ambiente acido del estémago y microesferas
de poli-lactido-glicolido. Los diluyentes adecuados son NaHCO; 0.2
N y/o solucién salina. En una modalidad, el vehiculo es un liposoma.
De una manera adecuada, el liposoma comprende constituyentes
liposomales. Estos constituyentes liposomales hacen posible la
formacion de liposomas.

Los constituyentes liposomales se describen, por ejemplo, en
la Publicacién Internacional Numero WO 2005/018610.

De conformidad con lo anterior, en otra modalidad, los

constituyentes liposomales comprenden el lipido guelante 3-(acido
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nitrilo-triacético)-ditetradecil-amina {3NTA-DTDA). En una modalidad
adicional, los constituyentes liposomales también comprenden
niquel, de preferencia en la forma de sulfato de niquel (NiSQO,). EI
NiSO, facilita la interaccién de [a cola C-terminal de polihistidina con
el lipido quelante SNTA-DTDA.

En otra modalidad, los constituyentes liposomales comprenden
el lipido de a-palmitoil-R-oleoil-fosfatidil-colina (POPC)). En una
modalidad, los constituyentes liposomales pueden incorporar un
polimero hidrofilico, tal como polietilenglicol (PEG}, con el objeto de
prolongar la presencia de los liposomas en la circulacién in vivo.

En otra modalidad, el factor inmunomodulador es una citoquina
que estimula las células dendriticas (DC). De una manera adecuada,
el factor inmunomodulador es la citoquina de interferéon gamma (IFN-
gamma). Otros factores inmunomoduladores incluyen interleucina-2,
interleucina-4, interleucina-10, interleucina-12, y factor de
crecimiento transformante-i3.

En una modalidad, la composicidn es una composicion de
vacuna. En una modalidad, la composicién de vacuna es "Lipovaxina-
MM" como se describe en la presente.

En otra modalidad, la composicién comprende ademéas un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. De una manera adecuada, Ia
composicidn se prepara para su administracidn intravenosa.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para la
elaboracién de una composicion de acuerdo con la invencién, el cual

comprende:

-
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i) preparar vesiculas de membrana;

i) preparar el constituyente liposomal,

ii} combinar las vesiculas de membrana y e! constituyente
liposomal con el factor inmunomodulador;

iv) agregar el uUnico dominio variable de inmunoglobulina
anti-DC-SIGN.

En una modalidad, los pasos para un método se pueden llevar
a cabo en cualquier orden. En una modalidad, la preparacion de las
vesiculas de membrana es mediante la propagacién de las ceélulas
tumorales, sonicacidn y preparacién de los granulos de membrana
mediante centrifugacién y resuspension en suero regulado con
fosfato. En otra modalidad, el constituyente liposomal se prepara
mediante la mezcla de POPC y Ni-3NTA-DTDA. En una modalidad
adicional, el método comprende ademas complementar con niquel.

En otro aspecto, se proporciona una composicién de acuerdo
con la invenciéon para utilizarse como un medicamentoc. En un
aspecto, la composicién de acuerdo con la invencidn es para
utilizarse en el tratamiento de cancer. De una manera adecuada, el
cancer es melanoma. En otra modalidad, la composicién es para
administracién intravenosa.

En otro aspecto, se proporciona un método para el tratamiento
de un tumor en un sujeto, el cual comprende administrar una
composicién de acuerdo con la invencién.‘

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIGURA 1. Representacion diagramatica de Lipovaxina-MM,
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que muestra los lipidos derivados a partir de la fraccién de
membrana MM200; son visibles POPC y diferentes antigenos de
cancer. También se ilustra el anticuerpo de dominio (dAb) con
direccién hacia la célula dendritica DMS5000. El interferén gamma
se ilustra como principalmente asociado con la superficie externa de
fa vacuna.

FIGURA 2. La cantidad creciente de 3NTA-DTDA en los
liposomas, y la proporcién molar correspondiente de dAb, no
aumenta el efecto de direccién de la Lipovaxina-MM. Las ceélulas
THP-1 que expresaban el DC-SIGN humano se incubaron con un
anticuerpo monoclonal humano anti-DC-SIGN o con Lipovaxina-MM
gque contenia diferentes cantidades de 3NTA-DTDA y el dAb
injertado. La Figura 2 muestra, mediante el analisis FACS, que el
numero creciente de moléculas de direccién sobre la superficie de la
Lipovaxina-MM no aumenté la direccién de la vacuna.

FIGURA 3. Secciones-Z a través de una célula dendritica
derivada de monocitos humanos (moDC) incubada con Lipovaxina-
MM. La vacuna se hizo a partir de POPC, 3NTA-DTDA y vesiculas de
membrana MM200 que incorporaban ei tinte fluorescente BODIPY-
500-510-C (verde), y se injertd con el dAb DMS5000. Las moDCs se
tineron con succinimidil-éster rojoc BODIPY (rojo), y se incubaron con
la vacuna durante 5 horas antes de la microscopia. Las células se
colocaron sobre cubreobjetos inmediatamente antes de Ia
observacién bajo el microscopio confocal. Las secciones-Z muestran

que la vacuna se enlaza con la superficie de la moDC (primera y
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cuarta imagenes), y que se lleva hacia dentro de la célula (segunda y
tercera imagenes).

FIGURA 4. Ensayo de injerto. Las fusiones de
liposomas/vesiculas de membrana (MV) y Lipovaxina-MM (con dAb
injertado) se incubaron con Proteina A-Biotina, seguida por
estreptavidina conjugada con el fluorocromo AlexaFluor488. ElI
analisis mediante citometria de flujo demostré que solamente las
particulas que tienen dAb injertado (lado derecho) son capaces de
enlazarse al fluorocromo.

FIGURA 5. Enlace de Lipovaxina-MM fluorescinada a las
células humanas y a las lineas celulares transfectadas. Se evaluaron
las células THP-1, las células THP-1 transfectadas que expresaban
el DC-SIGN humano (THP-1/DC-SIGN), las células humanas
mononucleares de sangre periférica (PBMCs), y las ceélulas
dendriticas derivadas de monocitos humanos (moDCs) para
determinar la expresiéon de DC-SIGN, y su capacidad para enlazarse
a la Lipovaxina-MM fluorescinada. Solamente las células THP-1/DC-
SIGN y las moDCs expresaron el DC-SIGN, y fueron capaces de
enlazarse a la Lipovaxina-MM.

FIGURA 6. Cuantificacion de la actividad de [|FN-gamma
asociada con Lipovaxina-MM. La actividad de IFN-gamma de la
Lipovaxina-MM se midid6 basandose en la expresion de CD64 sobre
las células THP-1/DC-SIGN. Las células se incubaron durante 48
horas a 37°C con diferentes concentraciones de ya sea la

Lipovaxina-MM fresca, o bien la Lipovaxina-MM de donde se removio
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el IFN-gamma no incorporado mediante centrifugacién (Lipovaxina-
MM asociada con membrana). la sobre-regulacion de CD64 se midid
mediante citometria de flujo utilizando un anticuerpo monoclonal
(mAb) anti-CD64. Los resultados se muestran como el promedio +
error estandar.

FIGURA 7. Anélisis Western Blot de Ilas Vesiculas de
Membrana MM200. Los lisados celulares se prepararon mediante
sonicacién; las vesiculas de membrana (MVs) se prepararon de
acuerdo con los procedimientos operativos convencionales, como se
describe en la presente. Entonces se midié el contenido de proteina
de las muestras; las muestras se hirvieron con regulador de
muestras, se cargaron sobre geles NuSep previamente vaciados (del
4 al 20 por ciento), y se sometieron a SDS-PAGE. Las proteinas se
transfirieron a las membranas de nitrocelulosa y se blogquearon
durante la noche. Las membranas se sondearcn con el anticuerpo
primario, se lavaron, y se incubaron con el anticuerpo secundario
conjugado con fosfatasa alcalina. Las bandas se visualizaron
utilizando el sustrato estabilizado con Azul Western de Promega. Las
Pan cadherina, Melan A, y gp100 se visualizaron tanto en los lisados
celulares (izquierda), como en las vesiculas de membrana (MVs)
(derecha) preparadas a partir de las células MM200.

FIGURA 8. Estabilidad de Lipovaxina almacenada a 4°C: Efecto
sobre el enlace de Lipovaxina-MM (LV-MM} a DC-SIGN in vitro. La
LV-MM se almacend a 4°C, y se llevaron a cabo los ensayos de

enlace utilizando las células THP-1/DC-SIGN sobre las alicuotas
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tomadas en diferentes puntos del tiempo. La LV-MM se flucrescind
con el tinte BODIPY-500-510-C. Después de un almacenamiento
durante 4 semanas a 4°C, la LV-MM fue estable con respecto al
enlace con DC-SIGN sobre las células THP-1/DCSIGN.

FIGURA 9. Estabilidad de Lipovaxina (LV-MM) almacenada a
4°C: Efecto sobre la actividad de IFN-gamma. La actividad de IFN-
gamma en LV-MM fresca y en LV-MM almacenada a 4°C se midid
basandose en la expresién de CD64 sobre las células THP-
1/DCSIGN. La grafica de la izquierda representa la LV-MM entera,
mientras que aquélla de la derecha representa la LV-MM con el IFN-
gamma no asociado con membrana removido mediante
centrifugacion. Las células se incubaron durante 48 horas a 37°C con
diferentes concentraciones de LV-MM. La sobre-regulacion de CD64
se midi6 mediante citometria de flujo utilizando un anticuerpo
monoclonal (mAb) anti-CD64. Los resultades se muestran como el
promedio + error estandar. Después de un almacenamiento a 4°C, el
IFN-gamma en la LV-MM fue estable durante hasta 4 semanas. Sin
embargo, una reduccion en el IFN-gamma enlazado con membrana
en la LV-MM indica que el IFN-gamma llega a disociarse de la
membrana a través del tiempo.

FIGURA 10. Secreciéon de IFN-gamma y TNF-alfa por parte de
las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) cultivadas a
partir de macacos vacunados con Lipovaxina-MM. Dos grupos (A y B}
de 4 macacos se vacunaron con Lipovaxina-MM de acuerdo con el

programa ilustrado mas adelante. Se tomd sangre en diferentes
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tiempos durante el programa de vacunacién, y las celulas
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se aislaron y se
cultivaron durante 48 horas con Lipovaxina-MM “simulada"” (que
carecia de IFN-gamma) (con DLV), anticuerpo monoclonal (mAb)
anti-CD; (CD3), o ningun estimulo {sin DLV). Los sobrenadantes del
cultivo se recolectaron y se analizaron para determinar la produccion
de IFN-gamma y TNF-alfa utilizando el Kit de Citoquina Th1/Th2 de
Primate No humano BD CBA. SN = Sobrenadante.

FIGURA 11. Produccién de anticuerpos en macacos vacunados
con Lipovaxina-MM. Dos grupos (A y B) de 4 macacos se vacunaron
con Lipovaxina-MM de acuerdo con el programa ilustrado mas
adelante. Se tomo sangre en diferentes tiempos durante el programa
de vacunacién, y se llevaron a cabo los andlisis de inmunoabsorcion
ligada a enzimas para medir la producciéon de anticuerpos
especificos para la Lipovaxina-MM entera (Lipovaxina), el
componente de vesicula de membrana MM200 de la Lipovaxina-MM
(MV), y el anticuerpo de dominio DMS5000 (dAb).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En esta memoria descriptiva se ha descrito la invencion con
referencia a las modalidades, de una manera que hace posible que
se escriba una memoria descriptiva clara y concisa. Se pretende y se
debe apreciar que las modalidades se pueden combinar
diversamente o se pueden separar sin apartarse de la invencién.

A menos que se definan de otra manera, todos los términos

técnicos y cientificos utilizados en la presente tienen el mismo
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significado que es entendido comunmente por un experto ordinario
en este campo (por ejemplo, en cultivo celular, genética molecular,
quimica de acidos nucleicos, técnicas de hibridacién, y bioquimica).
Se emplean técnicas convencionales para los métodos moleculares,
genéticos, y bioquimicos (véase, en términos generales, Sambrook y
colaboradores, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2? Edicién
(1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.
Y. y Ausubel y colaboradores, Short Protocols in Molecular Biology
(1999) 4% Edicion, John Wiley & Sons, Inc., las cuales se incorporan
a la presente como referencia), y metodos quimicos.

Los antigenos para utilizarse en las composiciones de la
presente invencion incluyen antigenos tumorales. De una manera
adecuada, estos antigenos pueden incluir cualesquiera antigenos
que se expresen diferenciaimente en las células tumorales,
comparandose con las células no tumorales derivadas a partir del
mismo tejido. La expresion diferencial puede incluir, por ejemplo, una
sobre-regulacion, de una manera alternativa, las formas
empalmadas, etc. Los antigenos tumorales incluyen los denominados
como antigenos de cédncer/testiculos. Estos son antigenos/proteinas
que en general no se expresan en los tejidos/células normales
diferentes de los testiculos. Sin embargo, se piensa que estos
antigenos se expresan especificamente en ciertos canceres/tumores,
tales como vejiga, mama, pulmén, en particular cancer pulmonar no
microcelular (NSCLC), higado, seminomas, melanoma, y/o canceres

de cabeza y cuello, y convenientemente pueden ser reconocidos por
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las células-T citotéxicas. Hasta ahora se han descrito mas de 50
antigenos de cancer/testiculos y, para muchos de ellos, se han
identificado epitopos especificos reconocidos por los linfocitos-T. En
una modalidad de la invencién, el uno o mas antigenos pueden ser
cualquier antigeno de cancer/testiculos.

Una familia de antigenos de cancerf/testiculos bien
caracterizada es Ja familia MAGE, la cual incluye 12 genes
estrechamente relacionados, MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3, MAGE 4,
MAGE 5, MAGE 6, MAGE 7, MAGE 8, MAGE 8, MAGE 10, MAGE 11,
MAGE 12, localizados sobre el cromosoma X, y que comparten unos
con otros del 64 al 85 por ciento de homologla en su secuencia de
codificacién (De Plaen, Immunogenetics 1994, 40: 5 (360-369)).
Estos son algunas veces conocidos como MAGE A1, MAGE AZ,
MAGE A3, MAGE A4, MAGE A5, MAGE A6, MAGE A7, MAGE A8,
MAGE A8, MAGE A10, MAGE A11, MAGE A12 (La familia MAGE).
Otros dos grupos de proteinas también son parte de la familia MAGE,
aunque estidn mas distantemente relacionados. Estos son los grupos
MAGE B y MAGE C. La familia MAGE B incluye MAGE B1 (también
conocido como MAGE Xp1 y DAM 10), MAGE B2 (también conocido
como MAGE Xp2 y DAM 6) MAGE B3 y MAGE B4 - |la familia MAGE C
actualmente incluye MAGE C1 y MAGE C2.

En una modalidad, los antigenos para utilizarse en la
composicién de la presente invencién son antigenos de melanoma.
Los antigenos de melanoma adecuados son aquéllos que son

reconocidos por las células-T, incluyendo los antigenos de cancer/
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testiculos, tales como MAGE-1 vy MAGE-3. Estos antigenos también
se producen en otros tumores. Por ejemplo, MAGE-3 se encuentra en
el carcinoma pulmonar microcelular (SCLC), carcinoma pulmonar no
microcelular (no-SCLC), carcinoma de células escamosas de cabeza
y cuello (SCCHN), cancer de colon, y cancer de mama. MAGE-1
también se produce en el cancer de mama, glioblastoma,
neuroblastoma, carcinoma pulmonar microcelular (SCLC), y cancer
medular de la tiroides. Otros antigenos de melanoma incluyen los
antigenos de diferenciacién especificos del linaje de los melanocitos,
incluyendo MART-1/Melan-A, tirosinasa, GP75, y GP100. Otros
antigenos adecuados incluyen tirosinasa, BAGE, GAGE-1,2, GnT-V,
p15. En adicién, se incluyen los antigenos mutados especificos de
tumor, tales como R-catenina, MUM-1 y CDK4.

La no integrina de sujecion de ICAM-3 especifica de las celulas
dendriticas {(DC-SIGN o CD209) es una proteina de membrana tipo Il
que es lectina (tipo-C) dependiente de calcio especifica de manosa.

DC-SIGN media las interacciones entre las células dendriticas
(DCs) y las células-T, y es descrita, por ejemplo, por Soilleux,
Clinical Science (2003), 104, 437-446, dandose los datos de
secuencia en NM_021 15.5 (ARNm) y NP 066978 (proteina).

De una manera adecuada, el unico dominio variable de
inmunoglobulina anti-DC-SIGN de fa invencién se puede presentar en
cualquier formato de anticuerpo.

Como se utiliza en la presente, un anticuerpo se refiere a I1gG,

IgM, 1gA, 1gD o IgE, o a un fragmento (tal como un Fab, F(ab')2, Fv,

4D
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Fv enlazado por disulfuro, scFv, anticuerpo multiespecifico de
conformacién cerrada, scFv enlazado por disulfuro, diacuerpo) ya
sea derivado a partir de cualquier especie que produzca
naturalmente un anticuerpo, o bien creado mediante tecnologia de
ADN recombinante; ya sea aislado a partir de suero, células-B,
hibridomas, transfectomas, levadura, o bacterias.

Como se utiliza en la presente, "formatc de anticuerpo” se
refiere a cualquier estructura de polipéptido adecuada en donde se
pueden incorporar uno o mas dominios variables de anticuerpos para
conferir especificidad de enlace para el antigeno sobre |la estructura.
Una variedad de formatos de anticuerpos adecuados son conocidos
en la materia, tales como anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos humanos, anticuerpos de una sola cadena,
anticuerpos biespecificos, cadenas pesadas de anticuerpos, cadenas
ligeras de anticuerpos, homodimeros y heterodimeros de cadenas
pesadas y/o cadenas ligeras de anticuerpos, fragmentos de enlace
de antigeno de cualquiera de los anteriores (por ejemplo, un
fragmento Fv (por ejemplo, Fv de una sola cadena (scFv), un Fv
enlazado por disulfuro), un fragmento Fab, un fragmento Fab', un
fragmento F(ab');), un solo dominio variable de anticuerpo (por
ejemplo, un dAb, Vu, Vuw, V), y las versiones modificadas de
cualquiera de los anteriores (por ejemplo, modificadas mediante la
unién covalente de polietilenglicol u otro polimero adecuado, o una
Vun humanizada).

La frase "Unico dominio variable de inmunoglobulina” se refiere
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a un dominio variable de anticuerpo (Vu, Vuu, VL) gque se enlaza
especificamente a un antigeno o epitopo independientemente de
otras regiones o dominios V. Un uUnico dominio variabie de
inmunoglobulina puede estar presente en un formato (por ejemplo,
homo- o hetero-multimero)} con otras regiones variables o dominios
variables en donde las otras regiones o dominios no son requeridos
para e! enlace de antigeno por el Gnico dominio variable de
inmunoglobulina (es decir, en donde el Unico dominio variable de
inmunoglobulina se enlaza a un antigeno independientemente de los
dominios variables adicionales). Un "anticuerpo de dominio” o "dAb"
es lo mismo que un "Unico dominio variable de inmunoglobulina™
como se utiliza el término en la presente. Un "unico dominio variable
de inmunoglobulina" es lo mismo que un “"dominio variable de
inmunoglobulina Gnico” como se utiliza e! término en la presente. Un
"inico dominio variable de anticuerpo” o un "dominio variable de
anticuerpo unico™ es lo mismo que un "Unico dominio variable de
inmunoglobulina® como se utiliza el término en la presente. Un unico
dominio variable de inmunoglobulina, en una modalidad, es un
dominio variable de anticuerpo humano, pero también incluye los
Unicos dominios variables de anticuerpos a partir de otras especies,
tales como dAbs Vuy de roedor (por ejemplo, como se da a conocer
en la Publicacién Internacional Numero WO 00/29004, el contenido
de la cual se incorpora a la presente como referencia en su
totalidad), tiburén nodriza, y camélido. Vyy de camélido son

polipéptidos del Gnico dominio variable de inmunoglobulina que se
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derivan a partir de las especies que incluyen camello, Illama, alpaca,
dromedario, y guanaco, los cuales producen anticuerpos de |la
cadena pesada naturalmente desprovistos de cadenas ligeras. La
Vi se puede humanizar.

Un "dominio” es una estructura de proteina plegada que tiene
una estructura terciara independiente del resto de la proteina. En
términos generales, los dominios son responsables de las
propiedades funcionales separadas de las proteinas, y en muchos
casos se pueden agregar, remover o transferir a otras proteinas sin
pérdida de funcién del resto de la proteina y/o del dominio. Un "unico
dominio variable de anticuerpo" es un dominio de polipéptido plegado
que comprende secuencias caracteristicas de los dominios variables
de anticuerpos. Por consiguiente, incluye los dominios variables de
anticuerpos completos y los dominios variables modificados, por
ejemplo, en donde uno o mas ciclos han sido reemplazados por
secuencias que no son caracteristicas de los dominios variables de
anticuerpos, o los dominios variables de anticuerpos que han
truncado o que comprenden extensiones N- o C-terminales, asi como
fragmentos plegados de los dominios variables que conservan
cuando menos la actividad de enlace y la especificidad del dominio
de longitud completa.

El enlace especifico de una proteina de enlace de antigeno
(especificidad de enlace), tal como un dAb, a un antigeno o epitopo,
se puede determinar mediante cualguier ensayo adecuado,

incluyendo, por ejemplo, analisis de Scatchard y/o ensayos de enlace
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competitivo, tales como radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos
enzimaticos, tales como ELISA, y ensayos de competencia de
emparedado, y las diferentes variantes de los mismos.

Regiones determinantes de complementariedad (CDRs), vy
regiones de estructura son las regiones de un dominio variable de
inmunoglobulina. En particular hay regiones de la secuencia de un
Unico dominio variable de anticuerpo que exhiben una variabilidad
particular, es decir, las secuencias de la CDR (region determinante
de complementariedad). Las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) estan en posiciones definidas dentro de
la secuencia del dominio variable de anticuerpo. Un numero de
sistemas para definir las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de una secuencia seran familiares para
los expertos en este campo. En una modalidad, las secuencias de las
regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de Ia
presente invencién son como se definen en l|la Database of
Sequences of Proteins of Immunological Interest (Base de Datos de
Secuencias de Proteinas de Interés Inmunoldgico) de Kabat (Kabat
E.A., Wu, T.T., Perry, H., Gottesman, K. y Foeller, C. (1991)
Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicién. NIH
Publicacién No. 91-3242), la cual da un esquema de numeracion
estandar para numerar los residuos en un anticuerpo de una manera
consistente. Los Unicos dominios variables de inmunoglobulina
(dAbs) descritos en la presente contienen regiones determinantes de

complementariedad (CDR1, CDR2 y CDR3).
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Las secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes
de complementariedad (CDR1, CDR2, CDR3) de los dAbs Vy (CDRH1
etc.), y V. (CDRL1 etc.) (V(), descritos en la presente, seran
facilmente evidentes para la persona experta en este campo,
basandose en el sistema de numeracién de aminodcidos de Kabat
bien conocido, y en la definicién de las regiones determinantes de
complementariedad. De acuerdo con el sistema de numeraciéon de
Kabat, el método mas comunmente empleado basandose en la
variabilidad de la secuencia, las CDR-H3 de la cadena pesada tienen
diferentes longitudes, y las inserciones se numeran entre los
residuos H100 y H101 con letras hasta K (es decir, H100, H100A ..
H100K, H101). Las regiones determinantes de complementariedad
{(CDRs) se pueden determinar de una manera alternativa utilizando el
sistema de Chotia (basado en la localizacién de las regiones de ciclo
estructurales) (Chotia y colaboradores (1989) Conformations of
immunoglobulin hypervariable regions; Nature 342 (6252), paginas
877-883), de acuerdo con AbM (compromiso entre Kabat y Chotia) o
de acuerdo con el método Contact (basado en las estructuras del
cristal en la prediccion de los residuos de contacto con el antigeno)
como sigue. Véase http://www.bioinf.org.uk/abs/ para conocer los
métodos adecuados para determinar las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs).

Una vez que se ha numerado cada residuo, entonces se
pueden aplicar las siguientes definiciones de las regiones

determinantes de complementariedad (CDRs):



10

15

20

25

Kabat :

CDR H1:
CDR H2:
CDR H3:
CDR L1:
CDR L2:

CDR L3:

Chotia:

CDR H1:
CDR H2:
CDR H3:
CDR L1:
CDR L2:

CDR L3:

AbM:

(Usando la numeracién de Kabat): (Usando la numeracién de Chotia):
CDR H1:
CDR H2:
CDR H3:
CDR L1:
CDR L2:

CDR L3:

Contact

25

31-35/35A/358
50-65

95-102

24-34

50-56

89-97

26-32
52-56
95-102
24-34
50-56

89-97

26-35/35A/35B
50-58

95-102

24-34

50-56

89-97

26-35
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(Usando la numeracion de Kabat): (Usando |a numeracion de Chotia):
CDR H1: 30-35/35A/35B 30-35
CDR H2: 47-58 ---
CDR H3: 83-101 ---
CDR L1: 30-36 - - -
CDR L2: 46-55 - - -
CDR L3: 89-96 ---

("-" significa la misma numeracién que Kabat)

La presente invencién proporciona una vacuna o COmposicion
farmacéutica que opcionalmente incluye ademas un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En términos generales, la composicion de la invencién se
utilizara en una forma purificada, junto con vehiculos
farmacolégicamente apropiados. Tipicamente, estos vehiculos
incluyen soluciones, emulsiones © suspensiones acuosas 0
alcoholicas/acuosas, ya sea incluyendo una solucién salina y/o un
medio regulado. Los vehiculos parenterales incluyen solucién de
cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, y
solucion de Ringer lactatada. Los adyuvantes fisiologicamente
aceptables adecuados, si son necesarios para mantener un complejo
de polipéptido en suspension, se pueden seleccionar a partir de
viscosantes, tales como carboxi-metil-celulosa, polivinil-pirrolidona,

gelatina, y alginatos.
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Los vehiculos intravengosos incluyen rellenadores de fluidos y
nutrientes y rellenadores de electrolitos, tales como aquéllos
basados en dextrosa de Ringer. También puede haber conservadores
y otros aditivos, tales como antimicrobianos, antioxidantes, agentes
quelantes y gases inertes presentes (Mack (1982) Remington's
Pharmaceutical Sciences, 16° Edicién). Se pueden utilizar una
variedad de formulaciones adecuadas, incluyendo las formulaciones
de liberacién prolongada.

Las composiciones de la presente invencién se pueden utilizar
como composiciones administradas por separado o en conjunto con
otros agentes. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir
"cécteles” de diferentes agentes citotoxicos u otros agentes en
conjunto con la composicion de la presente invencién, o inclusive
combinaciones de composiciones que tengan diferentes
especificidades, tales como composiciones que comprendan ligandos
seleccionados utilizando diferentes antigenos o epitopos objetivo, ©
composiciones que comprendan diferentes factores inmuno-
moduladores, ya sea que se reserven o no antes de su
administracion.

La via de administracién de las composiciones farmacéuticas
de acuerdo con la invencién puede ser cualquiera de aquéllas
comlUnmente conocidas por aquéllos de una experiencia ordinaria en
este campo. Para la terapia, incluyendo sin limitacién la
inmunoterapia, las composiciones seleccionadas de la invencidén se

pueden administrar a cualquier paciente de acuerdo con las técnicas

oA
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convencionales,

La administracién puede ser mediante cualquier modo
apropiado, incluyendo parenteralmente, intravenosamente,
intramuscularmente, intraperitonealmente, transdérmicamente, por
medio de la via pﬁlmonar, o también, de una manera apropiada,
mediante infusién directa con un catéter. La dosificacién y frecuencia
de administracién dependera de la edad, el sexo, y la condicién del
paciente, de la administracién concurrente de otros farmacos, de las
contra-indicaciones, y de otros parametros que seran tomados en
cuenta por el médico. La administracién puede ser local (por
ejemplo, suministro local al pulmdn mediante administracion
pulmonar, por ejemplo, administracién intranasal) o sistémica, como
se indica.

Los unicos dominios variables de inmunoglobulina anti-DC-
SIGN para utilizarse en la composiciéon de la presente invencion se
pueden liofilizar para su almacenamiento, y se pueden reconstituir en
un vehiculo adecuado antes de usarse. Se ha demostrado que esta
técnica es efectiva con la inmuncglobulinas convencionales, y se
pueden emplear las técnicas de liofilizacidon y reconstitucion
conocidas en este campo. Sera apreciado por los expertos en la
materia que la liofilizacién y la reconstitucién pueden conducir a
diferentes grados de pérdida de actividad del anticuerpo {por
ejemplo, con las inmunoglobulinas convencionales, los anticuerpos
de IgM tienden a tener una mayor pérdida de actividad que los

anticuerpos de IgG), y que los niveles de uso pueden tener que
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ajustarse hacia arriba para compensarse.

La composicién de la presente invencién o un coctel de la
misma, se puede administrar para |0_s tratamientos profilacticos y/o
terapéuticos. En ciertas aplicaciones terapéuticas, una cantidad
adecuada para llevar a cabo cuando menos una inhibicién parcial,
supresién, modulacion, aniquilacién, o algun otro parametro
mensurable, de una poblacion de células seleccionadas, se define
como una “"dosis terapéuticamente efectiva”. Las cantidades
necesarias para alcanzar esta dosificacién dependeran de la
gravedad de la enfermedad y del estado general del propio sistema
inmunolégico del paciente. Para las aplicaciones profilacticas, las
composiciones que contienen la presente composicién o los cédcteles
de la misma, también se pueden administrar en dosificaciones
similares o ligeramente méas bajas, para prevenir, inhibir, o retardar
el establecimiento de la enfermedad (por ejemplo, para sostener la
remisién o la pasividad, o para prevenir la fase aguda). El clinico
experto podra determinar el intervalo de dosificacién apropiado para
tratar, suprimir, o prevenir la enfermedad.

El tratamiento o la terapia que se lleva a cabo utilizando las
composiciones descritas en la presente se considera "efectiva” si se
reducen uno o mas sintomas (por ejemplo, por cuando menos el 10
por ciento o por cuando mengs un punto en una escala de evaluacion
clinica), en relacién con los sintomas presentes antes del
tratamiento, o en relacion con los sintomas en un individuo (humano

o un animal modelo) no tratado con dicha composicién u otro control
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adecuado. Los sintomas obviamente variaran dependiendo de la
enfermedad o del trastorno dirigido, pero pueden ser medidos por un
clinico o técnico ordinariamente experto. Estos sintomas se pueden
medir, por ejemplo, mediante el monitoreo del nivel de uno o mas
indicadores bioquimicos de la enfermedad o del trastorno (por
ejemplo, los niveles de un enzima o metabolito correlacionado con la
enfermedad, los numeros de células afectadas, etc.), mediante el
monitoreo de las manifestaciones fisicas (por ejemplo, inflamacidn,
tamafio del tumor, etc.), o mediante una escala de evaluacion clinica
aceptada. Una reduccién sostenida (por ejemplo, uno o mas dias, o
mas tiempo) en los sintomas de la enfermedad o del trastorno por
cuando menos el 10 por ciento o por uno o méas puntos en una escala
clinica dada, indica un tratamiento "efectivo”. De una manera similar,
la profilaxis ilevada a cabo utilizando una composicién como se
describe en |la presente es "efectiva” si se retarda, se reduce, o se
elimina el establecimiento o |la gravedad de uno o mas sintomas en
relacién con tales sintomas en un individuo similar {humano o
modelo animal) no tratado con la composicion.

Una composicién de acuerdo con la presente invencion se
puede utilizar en los establecimientos profilactico y terapéutico para
ayudar en la alteracién, inactivaciéon, aniquilacién, o remociéon de una
poblacion de células objetivo seleccionada en un mamifero.

La composicion se puede administrar y/o formular junto con
uno o mas agentes terapéuticos o activos adicionales. Cuando una

composicion se administra con un agente terapéutico adicional, la
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composicién se puede administrar antes, simultaneamente con, o
subsiguientemente a, la administracion del agente adicional. En
términos generales, la composicién y el agente adicional se
administran de una manera que proporcione un traslape del efecto
terapéutico.

Como se utiliza en la presente, el término "dosis" se refiere a
la cantidad de composicién administrada a un sujeto todo a la vez
(dosis wunitaria), o en dos © mas administraciones durante un
intervalo de tiempo definido. Por ejemplo, la dosis puede referirse a
la cantidad de la composicion administrada a un sujeto durante el
transcurso de un dia (24 horas) {(dosis diaria), dos dias, una semana,
dos semanas, tres semanas, 0 uno o mas meses (por ejemplo,
mediante una sola administracién, © mediante dos o0 mAas
administraciones). El intervalo entre dosis puede ser cualquier
cantidad de tiempo deseada.

De una manera adecuada, la composicion es para su
administracién a un paciente que padezca de cancer y, en particular,
melanoma, y para el tratamiento de ese paciente.

Como se utilizan en la presente, los términos "tratar” o
“tratamiento” se refieren a la prevencién del establecimiento de la
enfermedad o de un sintoma de la enfermedad, la inhibicion del
progreso de una enfermedad o de un sintoma de una enfermedad, o
la reversién de la enfermedad o de un sintoma de la enfermedad.

La busqueda de vacunas/inmunoterapias de melanoma

efectivas se basa en el principio de que el sistema inmunolédgico se
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puede manipular de novo mediante la vacunacién terapéutica, con el
objeto de reforzar la funcién inmunitaria endégena contra el cancer,
para romper la inmuno-tolerancia al cancer, y para estimular la
destruccién de las células tumorales [17]. Ahora se reconoce que |as
células dendriticas (DCs) tienen una funcién central en la iniciacién
de las respuestas inmunitarias adaptables mediadas por las células-
T que son importantes para la destruccién de tumores [18]. Las
células dendriticas (DCs) son unicas en su capacidad para configurar
la respuesta inmunitaria. Por una parte, son capaces de iniciar las
respuestas inmunitarias adaptables, mientras que por la otra parte,
son responsables de mantener la tolerancia hacia los auto-antigenos.
Cual de los dos tipos de respuesta inmunitaria se inicie depende en
gran parte de las sefales recibidas por las células dendriticas (DCs)
en el momento de la absorcién del antigeno. Las estrategias de
vacunacién para la inmunoterapia de cancer — incluyendo melanoma
—por consiguiente, se concentran en el suministro — in vivo y ex
vivo — de los antigenos de cancer a este subconjunto especifico de
células presentadoras de antigeno.

En una modalidad, l|la presente invencién proporciona
Lipovaxina para el melanoma maligno (Lipovaxina-MM), la cual es
una vacunal/inmunoterapia liposomal multivalente dirigida hacia las
células dendriticas {DCs), contra el melanoma maligno. En esta
modalidad, vy como se describe en la presente, la vacuna se prepara
a partir de seis componentes: vesiculas de membrana (MVs)

preparadas a partir de células de melanoma MM200, el anticuerpo de

S
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dominio (dAb) especifico de DC-SIGN DMS5000, el lipido quelante
de 3(acido nitrilo-triacético)-ditetradecil-amina (3NTA-DTDA), el
sulfato de niquel (NiSO,), la citoquina de interferén gamma (IFN-
gamma), y el lipido de a-palmitoil--olecil-fosfatidil-colina (POPC).

La fraccion de membrana de las células de melanoma MM200
forma vesiculas de membrana (MVs) que llevan antigenos asociados
con membrana, incluyendo los antigenos tumorales asociados con
melanoma. DMS-5000, un fragmento de dAb Vu, reconoce el
marcador de célula dendritica (DC) humano DC-SIGN, y hace posible
el suministro especifico de la vacuna a las células dendriticas (DCs).
DMS5000 se ata, por medio de un cola C-terminal de polihistidina, a
las vesiculas de membrana, utilizando e! lipido quelante 3NTA-
DTDA, y esta interaccién depende de la presencia de NiSO.. La
insercidn de 3NTA-DTDA en la membrana de las vesiculas se mejora
mediante la inclusién del lipido portador POPC. La citoquina IFN-
gamma proporciona la sefal estimula.nte requerida para armar las
células dendriticas (DCs) con el fin de llevar a cabo sus funciones
efectoras necesarias.

La Lipovaxina-MM es una vacunal/inmunoterapia liposomal para
el melanoma maligno que actia dirigiendo especificamente su carga
antigénica hacia el receptor de DC-SIGN sobre la superficie de las
células dendriticas (DCs) humanas in vivo. DC-SIGN es un receptor
endocitico, y e! enlace de la vacuna al DC-SIGN conduce a la
internalizacién del complejo de la vacuna-DC-SIGN por parte de la

célula dendritica (DC). La vacuna también lleva la citoquina IFN-
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gamma, que estimula la maduracién de la célula dendritica (DC). La
Lipovaxina-MM, por consiguiente, se ha disefado para hacer posible
gue la citoguina proporcione una sefial estimulante a las células
dendr.l’ticas (DCs) al mismo tiempo que las células dendriticas (DCs)
reciben y procesan el material antigénico, proporcionando, por
consiguiente, a las células dendriticas (DCs), una mayor oportunidad
de iniciar las respuestas de células-T estimulantes especificas de la
vacuna apropiadas. No se requiere manipulacién alguna ex vivo de
las células dendriticas (DCs) del paciente, lo cual es una ventaja
significativa sobre las vacunas de melanoma dirigidas hacia las
células dendriticas (DCs) existentes estudiadas hasta la fecha. El co-
cultivo de las células dendriticas (DCs) humanas con Lipovaxina-MM
in vitro conduce a la internalizacién de la vacuna y a la sobre-
regulacién de un numero de marcadores de maduracién de la célula
dendritica (DC), incluyendo CD64, CD40, CD86, CD80 y HLA-ABC y
hasta un menor grado, HLA-DR.

La Lipovaxina-MM se dirige hacia una reserva de antigenos de
melanoma, derivados a partir de la fraccion de membrana derivada
de células de melanoma, hacia las células dendriticas (DCs),
mientras que al mismo tiempo, suministra una sefial estimulante
apropiada para asegurar la maduracién o6ptima de las celulas
dendriticas (DCs) objetivo En la formulacién descrita en la presente,
la Lipovaxina-MM lleva marcadores de membrana de plasma
generales, tales como Pan-cadherina, asi como proteinas asociadas

con melanoma. Se ha confirmado la presencia de cuando menos tres

OE
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de estas proteinas — gp100, tirosinasa, y MART-1 — en |la vacuna.
Probablemente también se presentan numerosos antigenos de
melanoma asociados con membrana MM200 no caracterizados en las
vesiculas de membrana que forman la vacuna, los cuales permiten,
por consiguiente, el suministro de una reserva compleja de antigenos
a las células dendriticas (DCs), y de esta manera, no se limita la
eleccion de los antigenos de vacuna a un antigeno de diferenciacidn
de melanoma particular o de Cancer/Testiculos (CT). El analisis
bidimensional con SDS-PAGE de la fraccién de membrana a partir de
las células de melanoma MM200 utilizadas en la Lipovaxina-MM ha
revelado la presencia de >700 componentes de proteina separados.

La maduracion de la célula dendritica (DC) es esencial para
superar la anergia de las células-T, un fenémeno reportado como
asociado con el progreso del tumor [19, 20]. Para lograr esto, se ha
incluido en la formulacién e! IFN-gamma, que modula multiples
funciones efectoras de las células dendriticas (DCs) [21]. Debido a
que esta citoquina esta fisicamente asociada con la vacuna, las
células dendriticas (DCs) reciben una sefal estimulante apropiada al
mismo tiempo en que llega a ellas la carga antigénica.

Las vesiculas de membrana que son integrales de la
Lipovaxina-MM llevan sobre su superficie numerosas copias de un
dAb Vu recombinante marcado con His (DMS5000) que se selecciond
por su capacidad para dirigirse especificamente hacia el marcador
superficial de las células dendriticas (DCs) humanas DC-SIGN (no

integrina de sujecién de la molécula de adhesion intercelular 3

87



10

15

20

25

36

especifica de la célula dendritica (DC)), una lectina tipo-C. DC-SIGN
es especificamente expresado por las células dendriticas (DCs)
humanas [22]. Se induce durante la diferenciacién de las celfulas
dendriticas (DCs), es moderadamente sub-regulado después de la
maduracién de las células dendriticas (DCs) {23], y esta implicado en
la captura y absorcién de los patégenos en un rango de tamafos
desde patégenos muy pequefios, tales como virus (VIH, virus de
hepatitis C (HCV), Ebola, dengue), hasta las bacterias, hongos, y
parasitos mucho mas grandes [24]. DC-SIGN se internaliza
rapidamente después del enlace del ligando [25], mostrando los
estudios in vitro que los antigenos dirigidos hacia DC-SIGN sobre las
células dendriticas (DCs) humanas son rapidamente endocitosados,
transportados hasta los lisosomas, y presentados ante las células-T,
tanto en un contexto de MHC Clase | como Clase Il [26]. La
estrategia de la Lipovaxina-MM utiliza un lipido quelante versatil que
permite que una molécula marcada con His (tal como un anticuerpo o
un fragmento de anticuerpo) se asocie con la superficie de los
liposomas o de las vesiculas de membrana sin la necesidad de una
modificacién quimica adicional de la molécula injertada. /n vitro,
DMS5000 hace posible el suministro dirigido de los liposomas
injertados con DMS5000 a las células que expresan el DC-SIGN
humano, incluyendo las células dendriticas (DCs) derivadas de los
monocitos. El suministro depende del DMS5000 y es especifico para
el DC-SIGN humano. Nuestros estudios de una Lipovaxina-MM

fluorescentemente marcada, mediante e! microscopio confocal, han
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confirmado que, in vitro, el enlace de la vacuna a las células
dendriticas (DCs) humanas es seguido por la internalizacién de la
vacuna. Se espera que siga el procesamiento de los antigenos
portados por la Lipovaxina-MM. Recientemente se ha reportado que
la direccién in vive de los antigenos hacia las células dendriticas
(DCs) humanas a través de DC-SIGN, utilizando un modelo de raton
injertado (ratones trasplantados con células inmunes humanas),
provoca las respuestas inmunitarias estimulantes e inhibe el
crecimiento de los tumores injertados, apoyando, por consiguiente, |a
nocién de que este receptor es un objetivo efectivo para el
suministro de antigenos de cancer [27].

Aunque en la presente se da una descripcion especifica de una
vacuna de melanoma, se apreciara que la composicion y los métodos
de la invencién se pueden adaptar para ser idéoneos en el tratamiento
de otros tumores, en especial tumores antigénicos, incluyendo, por
ejemplo, cancer de vejiga, mama, pulmén, en particular carcinoma
pulmonar microcelular (SCLC) o carcinoma pulmonar no microcelular
(non-SCLC), higado, seminomas, melanoma, y/o canceres de cabeza
y cuello, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello
(SCCHN), céancer de colon, cancer de mama, glioblastoma,
neuroblastoma, y cancer medular de la tiroides.

La invencién se describe ademas en los siguientes ejemplos,

para propdésites de ilustracién solamente.

EJEMPLOS
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1} PROPIEDADES FiSICAS, QUIMICAS Y FARMACEUTICAS, Y
FORMULACION
A) SUSTANCIA DE FARMACO - Antecedentes

La Lipovaxina-MM se prepara a partir de 6 ingredientes, los
cuales forman 4 "componentes de pre-formulacién” de partida. La
composicién y las caracteristicas de los componentes de pre-
formulacion de la Lipovaxina-MM se estipulan en la Tabla 1.
VESICULAS DE MEMBRANA

Los numerosos antigenos de vacuna se derivan a partir de la
friccién de membrana de las células de melanoma MM200 lisadas. La
linea celular MM200 es una linea celular de melanoma que se aislo a
partir de un melanoma primario originalmente removido a partir de
una mujer de 43 afios de edad. Se han descrito la tipificacién de HLA
{(A1,3; B7,35; DR2,4), el analisis cromosémico, y el analisis
cariotipico de la linea celular [28]. Se reporta que la linea celular
MM200 expresa los antigenos de diferenciacién de melanoma de
tirosinasa, gp100 y MART-1, y los antigenos de cancer de testiculos
MAGE-A3. MAGE A-10, BAGE, GAGE, y XAGE. pero no MAGE-A1,
CT-7, NA17-1 0 'NY-ESO-1 [29]. Se ha demostrado que los pacientes
diagnosticados con melanoma tienen una alta frecuencia de
anticuerpos especificos de MM200 en su suero [30]. Los estudios
clinicos no relacionados también han reportado el uso de esta linea
celular para los estudios de vacunas de melanoma maligno [29, 31,
32].

Esta linea celular ha sido utilizada por otros en estudios

ya
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clinicos previos de una vacuna de melanoma MM200 de lisado de
vacuna, y mas de 400 pacientes han recibido una vacuna de lisado
de vacuna basado en MM200 sin efectos adversos aparentes [29, 31,
32]. Las células MM200 utilizadas en los estudios clinicos previos de
la Lipovaxina-MM se originan a partir de la misma reserva de células
utilizadas en esos estudios, una sola ampolleta (fechada el
28/01/1994) obtenida en el laboratorio del Profesor Peter Hersey
(University of Newcastle, Oncology and Immunology Unit, Newcastle,
Australia). La documentacién recibida indica que las celulas
"28/01/1994" se cosecharon a partir de un cultivo secundario de un
cultivo primario de 1886, y que estas células han sido probadas y se
ha confirmado gque estan limpias de agentes adventicios
contaminantes. También se condujo la prueba de agentes adventicios
sobre las células utilizadas en los estudios clinicos previos de la
Lipovaxina-MM.

Se produce un solo lote de MVs MM200 a partir de una
preparacién de células MM200 a granel, para la producciéon del
producto de investigacién. La produccién de las vesiculas de
membrana (MVs) se basa en la lisis de las células MM200 mediante
sonicacién, seguida por dos rondas de centrifugacién, baja velocidad
seguida por alta velocidad. La sonicacién y la centrifugacidén para la
produccién de las vesiculas de membrana (MVs) se conducen en
multiples lotes de procesamiento de 1 mililitro. Una sonicacién breve
ayuda en la formacién de vesiculas multilamelares que varian en

tamafio, y forman el componente de antigeno de |la vacuna. Las
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vesiculas portan numerosas proteinas, incluyendo los antigenos de
melanoma,

Entonces se preparan las vesiculas de membrana (MVs)
volviendo a suspender los granulos de membrana en suero regulado
con fosfato (PBS). Las fracciones de membrana resultantes
subsiguientemente se reservan para generar el material de vesiculas
de membrana (MVs) a granel. Todo el proceso se conduce
asépticamente para prevenir la contaminacién del material de
vesiculas de membrana (MVs). No es posible la esterilizacion
terminal. Las vesiculas de membrana (MVs) a granel
subsiguientemente se dosifican asépticamente, de tal manera que
cada frasco contenga suficiente material para la produccion de 2
mililitros de Lipovaxina-MM. Se prueban alicuotas aleatorias para
determinar la presencia de agentes adventicios y para determinar su
perfil de antigeno de meianoma.

ANTA-DTDA

El sistema de N-acido nitrilo-triacético (NTA)/marca His se
utiliza ampliamente para el aislamiento de un paso y la purificacion
de las proteinas recombinantes. El ligando tetra-dentado NTA forma
un complejo hexagonal con iones de metales divalentes, tales como
Ni’*, que ocupan cuatro de los seis sitios de enlace en el complejo.
Los anillos de imidazol a partir de dos histidinas de un cordon de
residuos de histidina consecutivos (también conocido como una
marca-His) se enlazan a los sitios no acoplados del complejo de ion

de metal-NTA. El enlace es sinérgico, y la proporcién de 2:1
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(histidina : ion de metal-NTA) crea una inmovilizacién estable de la
molécula marcada con His.

El 3NTA-DTDA, como se describe en las Publicaciones
internacionales Numeros WO 00/64471 y WO 2005/018610, se
sintetiza a través de una sintesis de seis pasos mediante el
acoplamiento de cada grupo COOH del grupo cabezal NTA con otro
grupo NTA. La fraccién 3NTA resultante logra una densidad local
mas alta de grupos cabezales NTA que permite anclar de una forma
méas estable las proteinas marcadas con His. Entonces el grupo
cabezal 3NTA se enlaza a dos cadenas de hidrocarburo de 14
dtomos de carbono, para producir un lipido quelante que contiene un
grupo cabezal 3NTA covalentemente enlazado a DTDA (ditetradecil-
amina). Los iones de niquel ocupan cuatro de los seis sitios de
enlace en cada uno de los grupos NTA. Las dos cadenas de
hidrocarburo de 14 atomos de carbono forman una fraccién de lipido
que se puede insertar en |la bicapa de lipido de los liposomas [33].
POPC

POPC (a-Palmitoil-R-Oleoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina) es un
fosfolipido con 2 cadenas de hidrocarburo asimétricas: una cadena
de 16 a4tomos de carbono completamente saturada, y una cadena de
18 atomos de carbono mono-cis-insaturada con un doble enlace
entre el 9° y el 10° atomos de carbono (18:1, 9). La temperatura de
transicion para POPC desde ia fase de gel hasta la fase cristalina
liquida es de alrededor de -4°C. POPC, el cual es un constituyente

lipido normal de las membranas celulares, se utiliza ampliamente en
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la preparacién de liposomas. Esperion Therapeutics, Inc (Ann Arbor,
MA} reportdé un perfil de seguridad satisfactorio para Ia
administracién repetida de 14 a 16 miligramos de liposomas que
contienen POPC cada 4 dias por 7 cicles (http://www.pharmaquality.
com/mag/08092005/pfq_08092005_FO,.html).

Se producen liposomas sintéticos consistentes en una mezcla
de POPC con cualquiera de NTA-DTDA [34-36], 6 3NTA-DTDA [37,
38], v se fusionan con las vesiculas de membrana. Esto permite
efectivamente la incorporacién de cualquiera de los quelantes de
lipido en la bicapa de lipido de las vesiculas de membrana. Se
injerta una proteina marcada con His (tal como DMS5000) sobre la
superficie de las vesiculas de membrana modificadas resultantes,
recubriendo efectivamente, por consiguiente, la vesicula con un
ligando, el cual permite que la vesicula se dirija especificamente
hacia un receptor de superficie celular seleccionado. Las vesiculas
de membrana modificadas para contener cualquiera de NTA-DTDA ¢
3NTA- DTDA se han utilizado para dirigirse a las células dendriticas
(DCs) in vivo en los modelos de ratén [37].
SULFATO DE NIQUEL

La Lipovaxina-MM en su formulacién final contiene
aproximadamente 10 microgramos/mililitro de sulfato de niquel
(proporcidon molar de 1:1 del sulfato de niquel a los grupos cabezales
NTA), todas las cuales se espera que se asocien con el lipido
quelante 3NTA-DTDA. El niquel se enlaza a NTA con una alta

afinidad (Kys<10''"M). Debido a que esta presente en la misma
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propercion molar que la fraccién de NTA sobre el grupo cabezal de
ANTA-DTDA, se espera que la concentracién de niquel libre en las
preparaciones de Lipovaxina-MM sea extremadamente baja.

Aunque se ha reportado que el niquel y sus sales son téxicos y
carcinogénicos en altos niveles [39], el contenido de niquel dentro de
la Lipovaxina-MM esta bien dentro de los niveles aceptables. La
poblacién general toma la mayor parte del niquel a través del
alimento, siendo la ingesta de niquel dietético occidental diaria
promedio de 69 a 162 microgramos. Por consiguiente, inclusive la
dosis mas alta de 10 mililitros de Lipovaxina-MM, que contiene 100
microgramos de niquel, representa no mas de la ingesta dietetica
diaria de niquel [40]. La excrecién del niquel sistémicamente
absorbido es principalmente a través de la orina; los valores de vida
media son de alrededor de 28 horas, y dentro de 4 dias se recupera
el 100 por ciento de una dosis sistémica ya sea en la orina o bien
como niquel no absorbido en las heces [39]. Se puede sacar un
paralelo interesante con los pacientes con enfermedad renal crénica
mantenidos con un régimen de dialisis, quienes pueden absorber
hasta 100 microgramos de niquel por dialisis [41]. Se espera que el
producto de investigacion, en su dosis propuesta mas alta,
suministre cantidades de niguel que sean comparables con ese tipo
de terapia.

Para preparar los liposomas, se prepara una mezcla de los dos
lipidos en suero regulado con fosfato y complementados con niquel,

y la preparacién resultante se liofiliza. Los liposomas se almacenan
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como un polve liofilizado, el cual se reconstituye en agua durante el
proceso de formulacién.
DMS5000

DMS5000 es un anticuerpo de dominio (dAb) que tiene la
secuencia de aminoacidos estipulada en la Figura 12 (SEQ ID NO: 1;
SEQ ID NO: 3), y es altamente especifico para el receptor de
superficie celular de células dendriticas (DC)} humanas DC-SIGN (no
integrina de sujecién de molécula de adhesién intercelular-3
especifica de células dendriticas (DCs)). Los anticuerpos de dominio
son las unidades de enlace funcional mas pequefas de los
anticuerpos, y consisten en la regién variable de cualquiera de las
cadenas pesada (Vy) o ligera (V) de los anticuerpos humanos.
DMS5000 es un dAb V, de 14,386 kDa, seleccionado con base en su
capacidad para facilitar el enlace de los liposomas que contienen
3NTA-DTDA a las células que expresan el DC-SIGN humano cuando
se injerta en los liposomas. La secuencia del dAb estipulada en la
SEQ ID NO: 1 es precedida por los residuos Ser-Thr que estan
presentes en el polienlazador del vector de expresion, para
acomodar un sitio de clonacién Salfl para la expresiéon. La secuencia
del dAb sin los residuos ST se estipula en la SEQ ID NO: 3.

DMS5000 se produce como una proteina secretada utilizando
un proceso que involucra la produccién de la proteina en E. cofi,
seguida por la captura de la proteina a partir del medio
acondicionado utilizando la Proteina A Streamliine.

Otros contaminantes se remueven mediante cromatografia de
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intercambio de aniones, y la endotoxina restante se remueve
mediante su paso sobre un filtro Mustang E. La dialisis en la
formulaciéon final es seguida por filtracién para esterilizacién. La
proteina a granel resultante se somete finalmente al llenado vy
acabado aséptico para producir el material en frasco para el estudio
clinico.

Una mezcla de DMS5000-liposomas fluorescentes se puede
enlazar a las células que expresan DC-SIGN -— las células
dendriticas (DCs) o cualquier otro tipo de células gque se han
modificado genéticamente para expresar el DC-SIGN humano
exégeno (por ejemplo, las células THP-1/DC-SIGN) — solamente
cuando se agrega el lipido quelante 3NTA-DTDA a la mezcla de
liposomas (Figura 2), confirmando, por consiguiente, que la
asociacién de) DMS5000 con los liposomas depende del Ni-3NTA-
DTDA.

El microscopio confocal ha hecho posible la visualizacién de la
interaccién entre la Lipovaxina-MM y las células que expresan DC-
SIGN — incluyendo las células dendriticas (DCs) humanas —
confirmando, por consiguiente, que no solamente se enlaza a las
células objetivo sino que también es internalizado por las ceélulas
dendriticas (DCs). Esto confirma que el suministro de Lipovaxina-MM
al receptor de DC-SIGN sobre la superficie de las células dendriticas
(DCs) humanas es seguido por endocitosis e internalizacién de la
carga (Figura 3}.

B) ELABORACION
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Cada uno de los ingredientes se elaboran de acuerdo con las
Buenas Practicas de Laboratoric (GLP), y cuando es posible, los
componentes de pre-formulacién se preparan de acuerdo con las
Buenas Practicas de Elaboracién (GMP), en instalaciones
apropiadamente acreditadas.

El producto de investigacion se formula mediante Ia
combinacién de las vesiculas de membrana con el constituyente
liposomal e IFN-gamma, y se fusionan mediante saonicacion. Se
agrega el DMS5000 en un paso final antes de administrar el producto
de investigacién al paciente.

C) PROPIEDADES
i) FARMACOLOGIA

En la dosis mas alta, el paciente recibe un total de 7.449
miligramos de POPC., 0.297 miligramos de 3NTA-DTDA, 0.103
miligramos de sulfato de niquel, y 3.8 miligramos de DMS5000. En
estas cantidades, se espera que sean de poca consecuencia
farmacolbgica.

ii) ANALISIS Y CARACTERIZACION

La caracterizacién de la Lipovaxina-MM involucra el analisis de
cuando menos cuatro parametros, todos los cuales se espera que
afecten directamente a la potencia de la vacuna. Primeramente, se
determina el injerto del DMS5000 mediante el enlace de su marca-
His al Ni-BNTA-DTDA (Figura 4).

En segundo lugar, se confirma la capacidad de la vacuna para

dirigirse y enlazarse a las células que expresan DC-SIGN in vitro
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(Figura 5).

En tercer lugar, se analiza la preparaciéon de |la vacuna para
confirmar la asociacidén fisica de la citoquina IFN-gamma con la
vacuna. Debido a que el modo de accién de la Lipovaxina-MM
depende mucho del suministro de IFN-gamma a las células objetivo,
la asociacién de la citoquina con la vacuna es importante para su
actividad (Figura 6).

Finalmente, la presencia de los antigenos asociados con
melanoma en la preparacién de la vacuna se confirma mediante
analisis Western blot (Figura 7).

iii) ESTABILIDAD

Los siguientes tres criterios se utilizan para medir Ia
estabilidad de la Lipovaxina-MM, incluyendo su estabilidad despues
del almacenamiento: (i) la capacidad de una preparaciéon de vacuna
para enlazarse a las células que expresan el DC-SIGN humano, (i)
la proporcién de IFN-gamma que permanece fisicamente asociado
con las vesiculas, y (iii) la actividad biolégica del IFN-gamma
enlazado con la vacuna. Debido a que la Lipovaxina-MM es una
vacuna liposomal, las bicapas de membrana que forman la vacuna
son susceptibles a dafdos por congelacién en ausencia de un
crioprotector apropiado. EI almacenamiento del producto de
investigacién, por consiguiente, sclamente es posible a temperaturas
a las cuales no se congela. Un enlace de Lipovaxina-MM a 4°C a las
células que expresan DC-SIGN permanece sin alteraciones durante

un periodo de hasta 4 semanas (Figura 8).
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La actividad de IFN-gamma total es estable durante hasta 4
semanas, pero parece disociarse progresivamente de la vacuna, con
un tiempo de almacenamiento creciente a 4°C (Figura 9).

D) PRODUCTO DE INVESTIGACION
i) FORMULACION

Cada dosis de Lipovaxina-MM es formulada por el farmaceutico
del hospital no mas de 5 horas antes de administrarse al paciente. El
producto de investigacién se formula a partir de 4 componentes de
pre-mezcta: vesiculas de membrana MM200, liposomas de POPC/Ni-
3NTA-DTDA liofilizados, IFN-gamma y DMS5000. Para las dosis de
0.1 mililitros y de 1 mililitro, se preparan 2 mililitros del producto de
investigacién; para la dosis de 10 mililitros, se preparan 6 x 2
mililitros del producto de investigacidén, y se reservan antes de
administrarse al paciente.

El DMS5000, que tiene la secuencia estipulada en la SEQ ID
NO: 1, se produce como una proteina secretada en E. coli BL21(DE3)
que contiene el vector pET30-GAS-DMS5000. pET30-GAS-DM5000
es un derivado de pET30 (Invitrogen), el cual incorpora el péptido de
sefdal lider GAS universal (descrito, por ejemplo, en |la Publicacion
Internacional Numero WQ 2005/093074) en el extremo N-terminal del
DM5000. La proteina se purifica a partir del sobrenadante del cultivo
del lote de fermentacidn, mediante una serie de pasos de
cromatografia, incluyendo PrA Streamline (para capturar las
moléculas de dAb correctamente plegadas), SP Sepharose

(purificacién de intercambioc de cationes), y Mustang E (para remover
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los contaminantes de endotoxina). Se mostré que la pureza fue del
>95 por ciento mediante Enfoque Isoeléctrico, >85 por ciento
mediante Cromatografia por Exclusién de Tamadfos, y >80 por ciento
mediante Cromatografia de Liquidos a Alta Presiéon en Fase Inversa.
Los niveles de endotoxina fueron de <50 EU/mi. La proteina
resultante se formula en suero regulado con fosfato (1 miligramo/
mililitro) para utilizarse en la produccién de Lipovaxina-MM.

El llenado y acabado aséptico del material a granel se conduce
en una instalacién apropiada para producir lotes de 1 mililitro en
frascos de vidrio.

Se producen 13 gramos de 3NTA-DTDA de acuerdo con el
protocolo de sintesis publicado (45), y se muestra que es de una
pureza del >89 por ciento.

POPC de grado GMP se adquirié¢ en Avanti Polar Lipids
(Numero de Catalogo 770557, Lote # GN160181PC-23).

NiSO, de grado Puratronic® (99.9985 por ciento) se adquirid en
Alfa Aesar, Johnson Matthey GmbH & Co. KG (Zeppelinstrasse 7 - D-
76185 Karlsruhe, Alemania); Numero de Inventario 10820, Numero
de Lote 22818; CAS# 15244-37-8. El material se esterilizé mediante
filtracion y se dosificé mediante llenado y acabado aséptico a 0.6
miligramos/litro en agua estéril a 2 mililitros por frasco (1.2
miligramos ;je Sulfato de NiSQ, por frasco) en la Compafia
RadPharm Scientific ubicada en Canberra.

Los liposomas liofilizados se preparan como sigue: el 3NTA-

DTDA se formula en suero regulado con fosfato y POPC en etanol.
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Cada solucién se esteriliza mediante filtracion, y entonces se
mezcla. Se agrega el NiSQO, estéril a la mezcla, la cual se dosifica
asépticamente en frascos individuales una vez que se completa la
mezcla, en cantidades suficientes para producir 2 mililitros del
producto de investigaciéon. El material finalmente se seca por
congelacién, y se prueba para determinar su esterilidad, pureza, y
actividad. La estabilidad del material almacenado se prueba a
intervalos regulares hasta que el dltimo paciente haya terminado su
programa de vacunacion.

El antigeno a granel se prepara como sigue: La produccion
implica la propagacién de las células MM200 en el medio AIM-V sin
suero (Nimero de Catalogo 0870112DK), la cosecha de esas celulas
en suero regulado con fosfato, y finalmente, la produccion de las
vesiculas de membrana también en suero regulado con fosfato.
Antes de la produccién de las vesiculas, las células cosechadas se
prueban para determinar los agentes adventicios y la pureza.
También se prueban alicuotas aleatorias de las preparaciones de
vesiculas de membrana para determinar la presencia de agentes
adventicios y del antigeno de melanoma.

i) FORMA DE DOSIFICACION FINAL Y PRESENTACION

El producto de investigacion se formula en suero regulado con
fosfato. Cuando se administran 10 mililitros del producto de
investigacién, se preparan 6 (seis) lotes de Lipovaxina-MM, y los
lotes se combinan en un solo frasco en seguida de la formulacién,

antes de que se administre el producto de investigacion al paciente.

S
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El farmacéutico del hospital lleva a cabo la formulacidn y la reserva
del lote en un gabinete de flujo laminar Clase |l, empleando la
técnica aseéptica.

El producto de investigacién es de una apariencia nebulosa, y
tiene tendencia a asentarse cuando se deja sin alterarse (la
apariencia granular del producto de investigacién se correlaciona con
el injerto exitoso del DMS5000 sobre la superficie de las vesiculas).
iii) ALMACENAMIENTO Y MANIPULACION

Los componentes de pre-formulacién de Lipovaxina-MM se
deben almacenar a -20°C, con la excepcién de! IFN-gamma (Imukin,
Boehringer Ingelheim, Alemania), el cual se debe almacenar a 4°C
como es recomendado por el fabricante. Una vez formulado en la
farmacia del hospital, el producto de investigacién se almacena a
4°C durante no mas de 6 horas.

El producto de investigacién se debe mezclar mediante la
inversion repetida del frasco pero no debe ponerse en vortex antes
de su administracion a los sujetos.

iv) ADMINISTRACION

La composicién se administra mediante administracién
intravenosa lenta directa.

2) ESTUDIOS IN VITRO: EFECTO DE LA LIPOVAXINA-MM
SOBRE LOS MARCADORES DE CELULAS DENDRITICAS (DC)

Las células dendriticas derivadas de monocitos generadas in

vitro se pueden utilizar para probar el efecto especifico de la

Lipovaxina-MM sobre la maduracion de la célula dendritica (DC).
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Para lograr esto, las células progenitoras de monocitos se preparan
a partir de células mononucleares de sangre periférica que se
cultivan in vitro en la presencia de una mezcla de IL-4 y GM-CSF
durante 5 a 6 dias, al final de cuyo pericdo esas células expresan el
DC-SIGN marcador. Cuando se co-cultiva la Lipovaxina-MM con las
células dendriticas humanas derivadas de monocitos {DCs) in vitro,
se sobre-regulan un niumero de marcadores de maduracién de la
célula dendritica (DC), incluyendo CD64, CD40, CD86, CD80 y HLA-
ABC, y hasta un menor grado, HLA-DR, y se detecta la citoquina IL-
12 en el medio acondicionado. La sobre-regulacién de los
marcadores se presenta solamente cuando la vacuna lleva IFN-
gamma, confirmando que el suministro in vitro del antigeno solo
puede estimular la maduracién adecuada, y es la mas alta cuando se
suministra especificamente a las células dendriticas (DCs) por medio
de la direccién del DC-SIGN.

l.La evidencia a partir de los estudios no clinicos sugiere que la
Lipovaxina-MM in vitro es capaz de dirigir especificamente el
marcador de célula dendritica (DC) humano DC-SIGN para el
suministro de su carga antigénica a las células dendriticas (DCs),
muy  probablemente por medio de |a senda endocitica
desencadenada por este receptor. La direccién de la Lipovaxina-MM
hacia el DC-SIGN también es acompafiada por un aumento
especifico en la maduracién de los marcadores de superficie celular
de ia célula dendritica (DC), asi como en la produccién de I1L-12, una

citoquina importante en la diferenciacién de las células-T puras en

e
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células Thl.
3) ESTUDIOS NO CLiNICOS

in vivo, los estudios se han limitado a las especies de animales
que se sabe que expresan homoélogos de DC-SIGN con patrones
consistentes con aquéllos que se ven en los seres humanos. Se han
utilizado dos especies, el titi comun y el macaco, pero se encontro
eventualmente que solamente el macaco es relevante para los
estudios de inmunogenicidad. En los macacos, se demostré que la
Lipovaxina-MM induce las respuestas inmunitarias mediadas por
cé&lulas y humorales en las dos dosis probadas, a pesar del hecho de
que in vitro, se demostré que su capacidad enlazarse/dirigirse al DC-
SIGN de macaco es significativamente mas baja que su capacidad
para enlazarse/dirigirse al DC-SIGN humano. Inclusive en la dosis
mas alta, no se vieron efectos adversos significativos, con la
excepcién de un aumento transitorio en los niveles de AST, y un
aumento transitorio en los niveles de ALT que se ven solamente siete
dias después de la segunda dosis en dos animales diferentes. Los
niveles de colesterol, triglicéridos, y LDL fueron consistentemente
mas bajos al final del estudio en los cuatro animales, comparandose
con los niveles antes de la vacunacidn, mientras que los niveles de
HDL fueron consistentemente mas altos después de las cuatro series
de vacunacioén en los cuatro animales.
i} ESTUDIOS DE PRUEBA DEL CONCEPTO EN UN MODELO DE
RATON - COMPENDIO:

Se condujo un estudic de prueba del concepto para la
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plataforma de Lipovaxina en los ratones. Debido a que DC-SIGN no
es expresado por las células dendriticas de ratén, este estudio
investigé la direccién de una vacuna hacia el receptor DEC-205, una
lectina tipo-C expresada por las células dendriticas (DCs) de raton.
El estudio mostré que una preparacién cruda de las vesiculas de
membrana a partir del melanoma de murino altamente metastasico
(B16-OVA) se puede dirigir hacia las células dendriticas (DCs) /n
vivo para provocar efectos funcionales. Cuando se utilizan en
ratones singénicos, la vacuna B16-OVA estimuld fuertes respuestas
de CTL en las células-T esplénicas, e indujo una notoria proteccion
contra el crecimiento tumoral. La proteccién fue dependiente del
suministro simultaneo tanto del antigeno como de la maduracion de
la sernal de la célula dendritica (DC). La administracién de la vacuna
de B16-OVA-DC dirigida a los ratones estimulados con células B16-
OVA indujo un dramatico efecto inmunoterapéutico, y prolongé la
sobrevivencia sin la enfermedad.

EN DETALLE: Se condujo un estudio con animales par aprobar
la tecnologia de la plataforma de Lipovaxina en el modelo de cancer
de melanoma B16-OVA de murino {37]. La formulacién de la vacuna
utilizada en este estudio difiere de la Lipovaxina-MM, y es especifica
para este modelo animal. El modelo de cancer de melanoma B16-
OVA de murino es un tumor altamente metastasico que, cuando se
inocula intravenosamente en ratones, causa cancer y |la muerte en
los animales, a través de su capacidad para metastatizarse,

inicialmente hacia los pulmones, y subsiguientemente hacia otros
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organos. La plataforma de Lipovaxina se utilizé para construir una
vacuna preparada ya sea a partir de células B 16-OVA cultivadas, o
bien en la forma de liposomas modificados para incorporar el peptide
OVA o SIINFEKL. En todos los casos, la direccidn hacia las celulas
dendriticas (DCs) se asegurd utilizando ScFv especifico para el
marcador DEC-205, y se incluyé ia citoquina inmunomoduladora de
interferén-gamma como la "sefal de peligro". Se inocularon grupos
de seis ratones C57B1/6 con 1.5 x 10° células de melanoma B16-
OVA, y entonces se administré ya sea el suero regutado con fosfato
o bien se administré la vacuna (la cual comprende 2 x 10°
equivalentes celulares de vesiculas de membrana (MV) derivadas de
B16-OVA injertadas con ScFv) intravenosamente é los ratones en los
dias 3, 6 y 9 después de la inoculacién del tumor. Los animales de
control desarrollaron una carga tumoral masiva con un promedio de
250437 focos tumorales en los pulmones para el dia 16 (los animales
se sacrificaron en el dia 22). En un fuerte contraste, los ratones
vacunados no mostraron signos de desarrollo tumoral hasta 8 meses
después de la agresién tumoral. Las vesiculas de membrana (MVs)
modificadas también indujeron una inmunidad protectora contra los
tumores en este sistema. Los ratones inmunizados con la vacuna (la
cual comprende 2 x 10° equivalentes celulares de vesiculas de
membrana (MVs) derivadas de B16-OVA injertadas con ScFv) se
examinaron para determinar su capacidad para resistir una agresion
intravenosa con células B16-OVA. Cuando se cuantificaron las

metastasis pulmonares 16 dias después de la agresion tumoral, los
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ratones vacunados mostraron un numero mucho mas bajo de
metastasis, comparandese con los ratones de control, pero
solamente cuando se incorpord un IFN-gamma o LFS de "sefial de
peligro" en l|la vacuna. El estudio demostré con éxito que los
esplenocitos aislados a partir de ratones vacunados con las
vesiculas de membrana (MVs) modificadas, mostraron la maxima
actividad de CTL cuando las vesiculas de membrana (MVs) se
dirigieron hacia las células dendriticas (DCs) (ya sea por medio de
DEC205 o bien de CDI Ic), e incluyeron una sefal de peligro
relevante (IFN-gamma o LPS). El estudio, por consiguiente, confirma
que la vacuna producida utilizando la tecnologia de Lipovaxina es
efectiva para inhibir el crecimiento tumoral de B16-OVA y Ia
metastasis en este modelo animal, y que este planteamiento puede
simplificar mucho las estrategias actuales empleadas para |la
produccion de la vacuna de cancer basada en céluias dendriticas
(DCs) y la inmunoterapia en los seres humanos,.
i) ESTUDIO DE LIPOVAXINA-MM EN TITI

COMPENDIO: Se condujo un estudio inicial de Lipovaxina-
MM en el titi comun (Callithrix jacchus), el primate no humano mas
pequefo utilizado en la investigacién biomédica. En el titi, fa
expresion de DC-SIGN se detecta en el bazo y en el ganglio linfatico
mediante inmunohistoquimica (utilizando un anticuerpo monoclonal
(mAb) humano anti-DC-SIGN). Cuando se inicié el estudio con el titi,
se esperaba cierto grado de reactividad cruzada entre DMS5000 y

DC-SIGN de titi pero no se pudo confirmar. Los animales recibieron 5

50
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dosis de 0.06 mililitros de la vacuna a intervalos semanales (una
dosis que es equivalente a una dosis humana de 10 mililitros
escalada basandose en el peso en el titi). Eil tratamiento fue bien
tolerado pero no se observé una evidencia significativa de
inmunogenicidad. Subsiguientemente se encontré que la "sefal de
peligro”, IFN-gamma (humano), incluida en la formulacion, tiene una
actividad bioldgica reducida in vitro cuando se utiliza para estimular
los monocitos sanguineos periféricos del titi. Esto se identifico como
una posible causa para la falta aparente de inmunogenicidad de
Lipovaxina-MM en estos animales. Desde la terminacion de este
estudio, la clonacién del gen de DC-SIGN de titi ha facilitado los
estudios de enlace mas extensos utilizando células que se han
modificado para expresar DC-SIGN de titi. Estos estudios indican
ahora que el enlace de Lipovaxina-MM al DC-SIGN de titi es minimo,
cuando menos in vitro. La afinidad reducida aparente de |la
Lipovaxina-MM por el DC-SIGN de titi, en combinacién con la
actividad reducida de |FN-gamma en estos animales, habria
deteriorado de wuna manera significativa la capacidad de la
Lipovaxina-MM para inducir una respuesta inmunitaria detectabie en
estos animales.

EN DETALLE: EI titi comun (Callithrix jacchus) es el primate no
humano mas pequefo utilizado en la investigacién biomédica. En el
titi, la expresién de DC-SIGN se detecta en el bazo y en el ganglio
linfatico mediante inmunohistoquimica (utilizando un anticuerpo

monocional (mAb) humano anti-DC-SIGN). Cuando se inicio el
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estudio con el titl, se esperaba cierto grado de reactividad cruzada
entre DMS5000 y DC-SIGN de titi. Dos grupos de animales (3
animales en cada grupo) recibieron 5 dosis de 0.06 mililitros de la
vacuna a intervalos semanales. Los dos grupos diferian en el dAb
utilizado para insertarse sobre la superficie de la vacuna — un grupo
recibié la vacuna injertada con DMS5000, y el segundo grupo se
injertd con un 'dAb simulado' (un dAb sin un objetivo especifico). No
hubo efectos adversos serios asociados con la administracién
repetida de cualquiera de las dos vacunas en una dosis equivalente
a una dosis humana de 10 mililitros (escalada basandose en el peso
en el titi). Los pesos de los animales fueron relativamente estables.
No se observaron cambios significativos en los parametros
hematolégicos. El analisis del subconjunto de leucocitos identifico un
aumento en las células dendriticas (DCs) mieloides circulantes en
los seis animales. Los animales que habian recibido la vacuna
dirigida mostraron una disminuciéon en las células dendriticas (DCs)
plasmacitoideas circulantes. Se reporté una irritacion despuées de la
dosis 1 , que fue mas pronunciada en el abdomen de los animales
que habian recibido la Lipovaxina-MM no dirigida. La irritacion
recurriéd en los animales del grupo de la vacuna no dirigida despues
de la dosis 5 solamente. Ninguno de los animales parecid estar
incomodo. No se observé una evidencia significativa de
inmunogenicidad. Subsiguientemente se encontré que la "sefal de
peligro', IFN-gamma (humano), incluida en |la formulacién, tiene una

actividad biolégica reducida in vitro cuando se utiliza para estimular
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los monocitos sanguineos periféricos del titi. Esto se identificd como
una posible causa para la falta aparente de inmunogenicidad. Desde
la terminacién de este estudio, la clonacién del gen de DC-SIGN de
titi ha facilitado los estudios de enlace mas extensos utilizando
células que se han modificado para expresar DC-SIGN de titi. Estos
estudios indican ahora que el enlace de la Lipovaxina-MM al DC-
SIGN de titi es minimo, cuando menos in vitro.
iii) INMUNOGENICIDAD DE LIPOVAXINA-MM EN MACACOS DE
COLA DE CERDO

COMPENDIQ: Se condujo una prueba final de Lipovaxina-MM
en el primate no humano Macaca nemestrina (macaco de cola de
cerdo). Se selecciond esta especie animal debido a que el receptor
de DC-SIGN de macaco esta altamente conservado al nivel de los
aminoacidos, comparandose con su contraparte humana, y realiza
una funcién analoga a la de un receptor endocitico. La distribucion
en el tejido de las células que expresan DC-SIGN en el macaco
también corresponde en términos generales con aguélla que se ve en
los tejidos humanos con soclamente algunas diferencias menores. En
el estudio se probaron dos grupos de animales, que difirieron en la
dosis de la vacuna administrada a los animales. A cuatro animales se
les administraron tres dosis de 0.6 mililitros de la Lipovaxina-MM (la
cual es equivalente a una dosis humana de 10 mililitros escaltada
hacia abajo basandose en el peso corporal), y a cuatro animales se
les administraron dosis de 5 mililitros de la Lipovaxina-MM (50 por

ciento de la dosis humana mas aita propuesta, no ajustada para el
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peso del animal) a intervalos de 4 semanas. La vacuna se administro
intravenosamente bajo sedacién en la vena safencsa. Aunque los
estudios de enlace in vitro de Lipovaxina-MM para DC-SIGN de
macaco hablan establecido que el dAb se enlaza con una afinidad
mucho mas baja al receptor de DC-SIGN de macaco de lo que lo
hace a su contraparte humana, el estudio confirmé que la vacuna era
capaz de inducir niveles detectables de los anticuerpos especificos
de 1a vacuna, que fueron muy evidentes en los animales del grupo de
dosis mas alta, y una respuesta mediada por células (detectada
basandose en la produccion de citoquinas por parte de las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) recolectadas después
de la vacunacién) que fue muy evidente en los animales del grupo de
dosis mas baja.

EN DETALLE: Se condujo un estudio de Lipovaxina-MM en
el macaco de cola de cerdo (Macaca nemestrina). Se confirmd que el
IFN-gamma humano era biolégicamente active a traves de los
ensayos de estimulaciéon in vitro de las células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) del macaco de cola de cerdo. Por
consiguiente, no hubo dudas acerca de la actividad biolégica de la
sefial de peligro de la vacuna. Las secuencias de aminoacidos de
DC-SIGN de macaco son facilmente accesibles, y se sabe que son
aproximadamente el 93 por ciento idénticas a la secuencia de
aminoacidos del DC-SIGN humano en la regién de enlace de lectina -
— la misma regién que se utilizé para generar el DMS5000. Debido a

que se sabe que muchos de los anticuerpos monocionales
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reproducidos contra el DC-SIGN humano reaccionan cruzadamente
con el DC-SIGN de macaco [42, 43], se habia anticipado cierto grado
de reactividad cruzada del DMS5000 con el DC-SIGN de macaco. Los
estudios in vitro de la Lipovaxina-MM utilizando tanto las células
dendriticas {DCs) de macaco derivadas de monocitos, como las
células THP-1 que se habian modificado para expresar el DC-SIGN
de macaco exdgeno, identificaron, sin embargo, que el DMS5000
tenia una afinidad mas baja por el DC-SIGN de macaco de cola de
cerdo que por el DC-SIGN humano. El estudio de Lipovaxina-MM en
8 macacos de cola de cerdo se disefié para proporcionar informacion
de seguridad e inmunogenicidad para apoyar una aplicacion para un
estudio clinico en Fase | primeramente en humanos. Dado que se
demostro que la Lipovaxina-MM se dirige al DC-SIGN de macaco con
una afinidad mas baja que al DC-SIGN humano, se entendid que el
estudio podria subestimar la inmunogenicidad potencial de la vacuna
en este modelo animal. Se probaron dos dosis (0.6 mililitros, y 5
mililitros) en el estudio. La dosis mas baja es equivalente a una
dosis humana de 10 mililitros escalada hacia abajo basandose en un
peso humano promedio de 70 kilogramos, y en un peso del animal de
4 kilogramos. La dosis mas alta es equivalente al 50 por ciento del
volumen absoluto de la dosis humana mas alta propuesta, la cual
también fue el maximo volumen que se pudo administrar al animal
bajo los lineamientos de la instalacién de los animales. Esto es
equivalente a aproximadamente 8 veces la dosis humana mas alta si

se escalara basandose en el peso corporal del macaco. Los macacos
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se dividieron en dos grupos de cuatro animales. E! primer grupo
recibié 3 dosis de 0.6 mililitros de Lipovaxina-MM a intervalos de 4
semanas, y el segundo grupo recibié 3 dosis de & mililitros de
Lipovaxina-MM. Los animales del segundo grupo también recibieron
una dosis adicional de Lipovaxina-MM 7 dias después de la dosis 3,
como es recomendado por los lineamientos de la Organizacién
Mundial de la Salud (WHOQ). Los cuatro animales se sacrificaron 7
dias después de esta cuarta dosis como parte de un estudio de
seguridad. Ambas dosis de la Lipovaxina-MM dieron como resultado
la produccion de la citoquinas IFN-gamma, TNF-alfa e IL-6 por parte
de las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) tan
pronto como 7 dias después de |a primera dosis (Figura 9), pero
solamente se detectaron anticuerpos especificos de Lipovaxina-MM
en los animales que recibieron la dosis méas aita de Lipovaxina-MM.
Esto indica que, en los macacos, el tipo de respuesta inmunitaria
inducida por la Lipovaxina-MM fue afectada por la dosis de la vacuna
administrada, y que la dosis mas baja de la vacuna pareci0o ser
efectiva para estimular las respuestas inmunitarias mediadas por
células (las cuales son criticas para una respuesta anti-tumoral),
mientras que la dosis mas alta fue capaz de inducir la inmunidad
humoral. Por consiguiente, a pesar de afinidad mas baja del
DMS5000 por el DC-SIGN de macaco, la Lipovaxina-MM fue capaz de
estimular una respuesta inmunitaria especifica de la vacuna

detectable en los animales vacunados.
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a) COMPENDIO

En el estudio de macaco de cola de cerdo ilustrado
anteriormente, a cuatro animales se les administraron 4 dosis de 5
mililitros de Lipovaxina-MM (50 por ciento de la dosis humana
propuesta mas alta real). La vacuna fue bien tolerada y segura
cuando se administré en esa dosis. Las Unicas lecturas anormales se
observaron en el dia 35, cuando se observé un aumento en los
niveles de amino-transferasa en dos animales (dos enzimas
diferentes e los dos diferentes animales). El aumento fue transitorio

debido a que no se observé después de la dosis 3 ¢ 4 para esos dos

animales, o para cualesquiera otros animales en el estudio. En la

necropsia, se observd hiperplasia folicular multifocal en el bazo y en
los ganglios linfaticos. Esta observacién sugiere que la Lipovaxina-
MM ha sido procesada por las células dendriticas (DCs). También se
identificé hiperplasia del tejido linfoide en los pulmones, en el
intestino, y en el higado para todos los animales. Se ha reportado la
expresion de DC-SIGN para las células dendriticas (DCs) en los tres
érganos tanto en humanos como en macacos. Por consiguiente, a
pesar de la afinidad mas baja del DMS-5000 por DC-SIGN de
macaco, la vacuna indujo con éxito una reaccién en los organos
inmunes que se ha reportado que expresan DC-SIGN. La reactividad
visiblemente incrementada de los d&rganos linfoides indica una

respuesta inmunitaria activa.



10

15

20

25

64

b) HEMATOLOGIA

En cada extraccién de sangre, se condujo un panel de prueba
de hematologia de rutina, el cual incluydé recuentos de glébulos
blancos, recuentos de globulos rojos, y recuentos de plaquetas.
También se evaluaron la hemoglobina, hematocrito, y los niveles de
MCV y MCHC. Los resultados de la prueba se compararon ¢on |os
valores "normales"” publicados para los macacos.

Los recuentos de globulos blancos totales variaron para cada
individuo en los diferentes puntos del tiempo, pero no mostraron una
tendencia consistente. Los recuentos de glébulos rojos sanguineos
totales permanecieron relativamente sin cambios durante el periodo
del estudio. Todos los valores parecieron estar dentro del rango
"normal”. Se observd que, con la excepcién de un animal, el
porcentaje de linfocitos en la sangre periférica al final del estudio fue
en términos generales mas alto que al principio del estudio.
inversamente, los porcentajes de neutréfilos fueron en terminos
generales mas bajos al final del estudio, comparandose con los
valores iniciales.

c) BIOQUIMICA SANGUINEA

Se monitored la funcién hepatica de los animales en seguida
de la administracién de Lipovaxina-MM basandose en los niveles de
amino-transferasa en sangre para la amino-transferasa de aspartato
(AST o SGOT), vy amino-transferasa de alanina (ALT o SGPT). Los
niveles de ambas enzimas variaron de una manera significativa entre

cada uno de los animales en los diferentes puntos del tiempo, pero
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en términos generales estuvieron dentro de los niveles "normales”
publicados, con la excepciéon de dos lecturas en el dia 35 del
estudio. En el dia 35, se observd un alto nivel de AST en un animal,
y se identificé un alto nivel de ALT en un segundo animal. Ambos
valores estuvieron elevados mas alla de los valores normales en el
dia 35 del estudio, pero no en el dia 42 o en cualquier punto del

tiempo subsiguiente; éstos se enlistan en [a Tabla 2.

TABLA 1
Niveles de AST y ALT en higado de macaco a través de todo el
estudio de toxicologia
Las dos lecturas anormales observadas en el dia 35 del estudio
estan subrayadas. AST = amino-transferasa de aspartato, ALT=
amino-transferasa de alanina, actividad enziméatica medida en

unidades por litro.

Animal # Animal # Animal # Animal #

2.5407 2.536 8874 6105

AST ALT AST ALT AST ALT AST | ALT

Dia O 64 45 85 52 40 27 23 37
Dia 7 66 44 65 46 29 26 21 33
Dia 35 82 150 51 38 166 55 30 29

&
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Animal # Animal # Animal # Animal #

2.5407 2.536 8874 6105

AST ALT AST ALT AST ALT AST | ALT

Dia 42 65 61 50 32 24 44 16 61
Dia 63 72 67 39 33 24 29 20 32
Dia 70 59 60 59 45 34 26 22 24

d) NECROPSIA

El examen histopatolégico revelé una hiperplasia folicular
multifocal de todo el tejido linfoide, lo cual s consistente con una
respuesta inmunitaria celular. Se observd hiperplasia folicular

multifocal en el bazo, pulmén e intestinos de todos los animales

(Tabla 3).

Las muestras de higado a partir de dos de los cuatro animales
mostraron evidencia de infiltracién leve de células mononucleares
perivasculares multifocales. Los mismos dos animales habian

devuelto resultados de AST y ALT altos en el dia 35 del estudio.

TABLA 2

Compendio del examen histopatolégico conducide como parte

0
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del estudio de toxicologia.

NSL: Lesidén No Especifica

B1 (2.5407) | B1 {2.5360) B1 (8874) B1 {6105)
Observa- Observa- Observa- Observa-
ciones ciones ciones ciones
Cerebro NSL NSL NSL NSL
Cerebelo NSL NSL NSL NSL
Infiltracién Infiltracidon
leve de leve de
células células Degenera-
mononu- mononu- cion
Higado NSL
cleares cleares hidropica
perivascu- perivascu- leve
lares lares
multifocales multifocales
Hiperplasia | Hiperplasia | Hiperplasia | Hiperplasia
folicular folicular folicular folicular
Bazo multifocal multifocal multifocal multifocal
(pulpa (pulpa {pulpa (puipa
blanca) blanca) blanca) blanca)
Hiperplasia | Hiperplasia | Hiperplasia | Congestion
Pulmones
leve de leve de leve de vascular,

g1
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B1 (2.5407) | B1 (2.5360) B1 (8874) B1 (6105)
Observa- Observa- Observa- Observa-
ciones ciones ciones ciones
tejido tejido tejido Hiperplasia
linfoide linfoide linfoide leve de
multifocal multifocat multifocal tejido
linfoide
multifocal
RiAdGN NSL NSL NSL NSL
Corazbn NSL NSL NSL NSL
Pancreas NSL NSL NSL NSL
Testiculos NSL - - NSL -- -
Qvario .- NSL --- NSL
Utero .- NSL --- NSL
Hiperplasia | Hiperplasia | Hiperplasia | Hiperplasia
Ganglio
folicular folicular folicular folicular
linfatico
multifocal multifocal multifocal multifocal
Mineraliza-
cién de
Traquea NSL NSL NSL
cartilago

hialino




10

15

20

25

69

B1 {(2.5407) | B1 (2.5360) B1 (8874) B1 (6105)
Observa- Observa- Observa- Observa-
ciones ciones ciones ciones
Musculo NSL NSL NSL NSL
Suprarrenatl NSL NSL NSL NSL
Vejiga
NSL NSL NSL NSL
Urinaria
Estémago NSL NSL NSL NSL
Hiperplasia | Hiperplasia | Hiperplasia | Hiperplasia
leve de ieve de leve de leve de
Intestino tejido tejido tejido tejido
linfoide linfoide linfoide linfoide
multifocal multifocal multifocal multifocal
Biopsia de
piel y vena
de la extre-
midad infe-
rior:
Derecha: NSL NSL NSL NSL
lzquierda: NSL NSL NSL NSL

e) TOXICOLOGIA

Este estudio se condujo como una extensidon para el estudio de
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eficacia de la Lipovaxina-MM descritc anteriormente. Los cuatro
animales que habian recibido la dosis mas alta (5 mililitros)
recibieron una cuarta dosis, después de lo cual, los animales se
sacrificaron para la necropsia. Los animales se monitorearon
estrechamente en seguida de la administracién de la vacuna, y se
condujo el analisis de hematologia y biocquimica sanguinea antes vy
después de cada vacunacién. La vacuna fue bien tolerada cuando se
administré en la dosis de 5 mililitros. El unico efecto adverso
significativo que podria estar relacionado con la vacuna fue un
aumento en los niveles de amino-transferasa observados una
semana después de la dosis 2, en dos animales diferentes (un
animal tuvo un aumento de 3.4 veces en la amino-transferasa de
alanina (ALT), comparandose con las lecturas obtenidas antes de la
administracion de la segunda dosis, mientras que el segundo animal
tuvo un aumento de 5.7 veces en la amino-transferasa de aspartato
(AST)). El aumento fue transitorio, y es posibie que fuera un artificio.
No se observé en una prueba adicional conducida 7 dias después de
la lectura anormal, no se observé en ningun momento después de la
dosis 3 6 4 para estos dos animales, o cualesquiera otros animales
en el estudio. Durante el estudio, se encontré que los niveles de
colesterol, triglicéridos y LDL fueron consistentemente mas bajos al
final del estudio en los cuatro animales, al compararse con los
niveles que se vieron antes de que se iniciara el regimen de
vacunacion, mientras que los niveles de HDL fueron

consistentemente mas altos después de las cuatro series de



10

15

20

25

71

vacunacién en los cuatro animales. ElI significado de esta
observacién no esta claro. La hematologia y otros parametros de la
biogquimica sanguinea no mostraron tendencias particulares.

En la necropsia, se observd hiperplasia folicular multifocal en
el bazo y en los ganglios linfaticos; ambos érganos son ricos en las
celulas que expresan DC-SIGN tanto en seres humanos como en
macacos. El alto nivel de actividad que se ve en estos érganos del
sistema inmunolégico sugiere que la Lipovaxina-MM fue procesada
con éxito por las células del sistema inmunolégico, y que se generoé
una respuesta inmunitaria activa. También se identifico hiperplasia
del tejido linfoide en los pulmones, intestino e higado para todos los
animales. También se ha reportado la expresién de DC-SIGN para
las células dendriticas {DCs) en los tres o6rganos, tanto en seres
humanos como en macacos. Este hallazgo refleja que, a pesar de la
afinidad mas baja del DMS-5000 por DC-SIGN de macaco, la vacuna
parece haber estimulado con éxito una respuesta inmunitaria en esos
érganos que tenian altos niveles de células dendriticas (DCs) que
expresaban DC-SIGN, como se identifica por la reactividad
visiblemente incrementada de todos los 6rganos linfoides.

4) JUSTIFICACION DE LA DOSIS

Debido a que la Lipovaxina-MM es una vacuna/inmunoterapia
derivada de células, la dosis de Lipovaxina-MM se puede describir
basandose en el nimero de células que se utilizan para derivar la
fraccion "antigénica” del producto final. En nuestros estudios, se

prepara 1 mililitro de Lipovaxina-MM utilizando el material de

19935
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fraccién de membrana derivado a partir de 10’ células de melanoma
MM200, que se combinan con POPC (0.98 milimoles), 3INTA-DTDA
(0.02 milimoles), NiSO, (0.06 milimoles), y DMS5000 (0.026
milimoles), con DMS5000 que se agrega en un exceso de
aproximadamente 1.3 veces, al 3NTA-DTDA para asegurar que
estuvieran ocupados todos los grupos cabezales de 3NTA.

Un estudio pre-clinico de una vacuna basada de 3NTA-DTDA
dirigida hacia el DEC-205 relacionado (DEC-205 es otra lectina tipo-
C expresada por las células dendriticas (DC)) en los ratones [37]
utilizé una vacuna preparada a partir de 2 x 10° células por dosis. No
se habia buscado una dosis efectiva minima para esta vacuna
dirigida a las células dendriticas (DC) en el modelo de ratén. Si esta
dosis antigénica se fuera a escalar, basandose en el peso, una dosis
clinica requeriria del uso de material antigénico derivado a partir de
56 x 10 células. Este estudio primeramente en el hombre, investiga
tres dosis de ta Lipovaxina-MM a través de un estudio de escala de
dosis de disedo adaptable. La dosis inicial para utilizarse en el
estudio es guiada por el estudio de toxicidad del macaco. Si se
escalara basandose en el peso humano promedio de 70 kilogramos y
en el peso de macaco promedio de 4 kilogramos, 1 mililitro de
Lipovaxina-MM en los seres humanos se iguala con 0.06 mililitros en
los macacos. La dosis inicial de 0.1 mililitros, por consiguiente, es
una sexta parte del volumen absoluto de |la dosis mas baja dada a
los macacos, o si se ajusta basandose en el peso, seria equivalente

a 0.006 mililitros para el macaco, y esto esta bien por debajo de la

7
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dosis mas baja administrada a estos animales. La dosis mas alta
planeada de 10 mililitros es 2 veces el volumen mas alto absoluto
dado a los macacos. Se observa que los macacos tuvieron una
elevaciéon de transaminasa transitoria, con cambios histopatolégicos
de la infiltracion de monocitos en el higado en una dosis de 5
mililitros que iguala la dosis de 87.5 mililitros en los seres humanos
(si se ajusta basandose en el peso humanoc promedio de 70
kilogramos, y en el peso del macaco promedio de 4 kilogramos). Se
planea una escala de 10 veces entre cohortes, y esto es consistente
con la escala de dosis en los estudios de la vacuna. Sin embargo, si
las sefiales de inmunogenicidad y/o seguridad (por ejemplo,
respuesta inmunitaria robusta con una elevacién transitoria de la
transaminasa de grado 2) sugieren un problema con la escala de 10
veces, se selecciona una dosis intermedia.

En comparacién, se han conducido estudios en Fase Il no
relacionados que utilizaron una vacuna de melanoma basada en
MM200 que se formulé a partir de los lisados celulares MM200
infectados con el virus de vacuna, preparados a partir de § x 10°
células MM200, y se demostré que esa dosis era inmunogénica [31,
32). Por consiguiente, para este estudio, se seleccionaron 3 dosis de
la vacuna que cubren 1 x 10% equivalentes celulares, 1 x 107
equivalentes celulares, y 1 x 10° equivalentes celulares,
respectivamente.

Aungque esta invencion se ha mostrado y descrito

particularmente con referencia a las modalidades de la misma, sera

91
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entendido por los expertos en la materia que se pueden hacer
diferentes cambios en la forma y en los detalles de las mismas sin
apartarse del alcance de la invencién abarcada por las

reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon que comprende:
a) uno o mas antigenos;
b) un solo dominio variable de inmunoglobulina anti-
DC-SIGN; vy
c) un vehiculo, el cual es portador de a) y b).
2. La composicidon de acuerdo con la reivindicacién 1, la

cual comprende ademads, d) un factor inmunomodulador.

3. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en
donde: a) uno o mas antigenos se derivan a partir de vesiculas de

membrana (MVs},

4. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 3, en
donde las vesiculas de membrana comprenden antigenos asociados

con membrana.

5. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 4, en
donde los antigenos asociados con membrana son antigenos

tumorales.

6. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 3, en

donde los antigenos asociados con membrana comprenden antigenos
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tumorales seleccionados a partir del grupo consistente en los
antigenos de diferenciacién de melanoma de tirosinasa, gp100 y
MART-1, y los antigenos de cancer de testiculos MAGE-A3, MAGE A-

10, BAGE, GAGE, y XAGE.

7. La composicién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde las vesiculas de membrana se
derivan a partir de células tumorales, células de melanoma, o células

de melanoma MM200.

8. La composicién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7, en donde el Unico dominio variable de
inmunoglobulina anti-DC-SIGN es un fragmento de dAb de la cadena

pesada.

9. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 8, en
donde el unico dominio variable de inmunoglobulina anti-DC-SIGN es

un fragmento de dAb V.

10. La composicién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, en donde el uUnico dominio variable de
inmunoglobulina anti-DC-SIGN comprende la SEQ ID NO: 1 o la SEQ

ID NO: 3 (DMS5000).
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11. La composicién de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, en donde el Unico dominio variable de
inmunoglobulina anti-DC-SIGN comprende ademas una cola C-

terminal de polihistidina.

12. La composicién de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 11, en donde el vehiculo es un liposoma.

13. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 12, en

donde el liposoma comprende constituyentes liposomales.

14. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 13, en
donde los constituyentes liposomales comprenden el lipido quelante

de 3(acido nitrilo-triacético)-ditetradecil-amina (3NTA-DTDA).

15. La composicion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 13 & 14, en donde los constituyentes liposomales

comprenden sulfato de niquel (NiSQO,).

16. La composiciébn de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 15, en donde los constituyentes liposomales

comprenden el lipido de a-palmitoil-R-oieoil-fosfatidil-colina (POPC)).

17. La composicién de acuerdo con cualguiera de las

reivindicaciones 2 a 16, en donde el factor inmunomodulador es la

A0+
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citoquina de interferén gamma (IFN-gamma).

18. La composicion de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 17, en donde la composicién es una composicion

de vacuna.

19. Un método para la elaboracion de una composicion de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, el cual
comprende:

i) preparar vesiculas de membrana,

i) preparar el constituyente liposomal;

i) combinar las vesiculas de membrana vy el
constituyente liposomal con el factor inmunomodulador; y

iv) agregar el unico dominio variable de

inmunoglobulina anti-DC-SIGN.

20. El método de acuerdo con la reivindicacion 19, en donde
la preparacion de las vesiculas de membrana es mediante la
propagacién de las células tumorales, sonicacién y preparacién de
los granulos de membrana mediante centrifugacién y resuspension

en suero regulado con fosfato.

21. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 18 0 20, en
donde e! constituyente liposomal se prepara mediante la mezcla de

POPC y Ni-3NTA-DTDA.

ANO5
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22. ElI método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 19 a 21, el cual comprende ademas complementar

con niquel.

23. La composicién de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 18, para utilizarse como un medicamento.

24. La composicién de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 18, para utilizarse en el tratamiento de cancer.

25. La composician de acuerdo con la reivindicacion 24, en

donde el cAncer es melanoma.

26. La composicion de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 23 a 25, para administracién intravenosa.

27. Un método para el tratamiento de un tumor en un sujeto,
el cual comprende administrar una composicién como se reclama en

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18.

28. Una composicién o un método como se reclama en
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el unico
dominic variable de inmunoglobulina anti-DC-SIGN es uno que tiene
la misma especificidad de enlace gue un solo dominio variable de

inmunoglobulina anti-DC-SIGN que tiene la secuencia de

Vi
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aminoacidos como se estipula en la SEQ ID NO: 1 6 3.

29. Una composicién o un método como se reclama en
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el unico
dominio variable de inmunoglobulina anti-DC-SIGN es uno que tiene
las mismas secuencias de las regiones determinantes de
compiementariedad (CDR) que la secuencia de aminoacidos

estipulada en la SEQ ID NO: 1 6 3.
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Industria y Comercio 438- -00000-00
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. 2014-04-25 17:28:47 _ Dep, 2020 DIR.NUEVAS
RS S ??lf.h'?ﬂzPATENTEIYII Eve. 378 FASENACIONALI

Act. 411 PRESENTACION Folios: 133

PATENTE DE INVENCION ] MODELO DE UTILIDAD [] Art 33 Decisién 486/00
] Indicacién que solicita una patente
O Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
O Descripcién de la invencion
O Dibujos de ser estos pertinentes
O Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser caso formato de descuento)

Completa O Incompleta O

PATENTE DE INVENCION PCT [ MODELO DE UTILIDAD PCT [ Art .33 Decislén 486/00, Circular

Unica
A ¥ Indicacion que se solicita una PCT
23 Copia de la solicitud en espaiiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resume)
A4 X Dibujos de ser estos pertinentes.
2 4 Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)
Completa (%] Incompleta [
DISENO INDUSTRIAL [] {(Art. 119 Decisién 486/00)
O Indicacién que se solicita Disefio Industrial
O Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
O Representacidén grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra det material que
Incorpora el disefio
O Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa O Incompleta O
ESQUEMA TRAZADO 4 {Art. 92 Decisién 486/00)
d indicacidn que se solicita un esquema de trazado
'H| Datos de identificacion del solicttante o de la persona gue presenta la solicitud
| Representacion grafica de un esquema de trazado
(| Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta ]




T;J-‘ Industria y Comercio
5 AD.C SUPERINTENDENCIA
ogota D.C.,
2020
Doctor{a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
DOMANTIS LIMITED Y LIPOTEK PTY LTD

REFERENCIA Radicacion No. 11 050436
Solicitud internacional PCT/EP2009/63656
Fecha inicio fase nacional 21/05/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430

Oficio No. 'E 0 9 7 2 5

Como resultado del examen de forma, realizade con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1a copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidbn 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiguen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del t&rmino
de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1a solicitud se considerar$ abandonada y
perdera su pralacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001,

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C}

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha__. 7 ﬂm 2011

adpaill
Al contastar faver indque 8l numerp do Sade Contro’ Carrare 13 Ne 27-00 Pisos 2, 5§, 7y 10 PBX. 5870000
redigacion que s encuentra a conlinuacion Sedo CAN. Av. Cre 50 No. 26-55 inl 2 Tel. 5880070

Cal Cenlor 6513240, Linea 07800-310165
Wob' www.sic.gov co e-mail. nfo@sic gov co
Bogold D C. - Colombna
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' SUPERINTENDENCIA
Bogota D.C.,
2020
Doctor(a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado(a) y/o Representante de
DOMANTIS LIMITED Y LIPOTEK PTY LTD

REFERENCIA Radicacidon No. 11 050436
Solicitud internacional PCT/EP2009/63656
Fecha inicio fase nacional 21/05/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430

Oficio No. -EJ 0 97 2 6

Teniendo en cuenta que el capitulo reivindicatorio presentado excede de diez reivindicaciones, es necesaric que
cancele la tasa establecida por cada reivindicacion adicional presentada, de conformidad cen lo dispuesto en la
resolucion de tasas vigente para la fecha de presentacion de la solicitud, so pena de que no sean tenidas en
cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articuio 12 del Cédigo Contencioso Administrativo, se le
requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio
atienda el requerimiento aqui sefalado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto establece el articulo 13 de
ta misma codificacion, respecto de las reivindicaciones adicionales.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal €), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

=3

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (c)

ST JUN 2

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha

adpall
Al contastar tavor indique el numero de Seda Contro. Carmrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX. 5870000
radicacitn que se encuentra a conlinueacion Seds CAN' Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tol: 5860070

Cali Cenler 6513240 Linoa 01600-910165
Wob' www sic gov.co e-mail: infasic.gov.co
Bogold D C. - Colombio



