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VACUNAS TERAPEUTICAS ANTI-ABETA
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion esta relacionada con vacunas terapéuticas anti-abeta y su
uso en el tratamiento y la prevencion de enfermedades. Las vacunas incorporan
antigenos peptidicos para células B derivados de AB y epitopos para células T.
DESCRIPCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno degenerativo progresivo
y devastador que se caracteriza por la pérdida de funciones cognitivas,
incluyendo la memoria, asi como la pérdida de la capacidad de realizar
actividades diarias regulares. La EA afecta a aproximadamente 40 millones de
pacientes en todo el mundo, y la cantidad se incrementa rapidamente a medida
que la poblacién envejece. El cambio neuropatoldgico principal en el cerebro de
los pacientes con EA es la muerte neuronal, principalmente en las regiones
relacionadas con la memoria y la cognicion (Soto, 1999). Una de las
caracteristicas patologicas mas notables de la EA es la presencia abundante de
placas amiloides beta (AB) en el cerebro de los individuos enfermos (Soto, 1999).
Las placas A estan formadas por péptidos AB con una longitud de entre 39 y 43
aminoacidos, que en su forma natural no patolégica adoptan una conformacién
de espiral aleatoria. Durante la transicion al estado patologico, se transforman
principalmente en estructuras secundarias de laminas [, que se agregan
espontaneamente en depdsitos insolubles.

Se considera que los pocos tratamientos actualmente disponibles para la
EA tienen una accion principalmente sintomatica. A pesar de los esfuerzos
significativos realizados en el desarrollo de tratamientos a lo largo de los afios,

hasta la fecha no se ha aprobado ningun tratamiento modificador de la
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enfermedad para la EA. Se han realizado esfuerzos para desarrollar tratamientos
inmunoterapéuticos que neutralicen las placas AB patologicas en el cerebro
enfermo a largo plazo (Winblad, 2014). Las vacunas tienen la ventaja de
estimular el sistema inmune para producir grupos de anticuerpos ligeramente
diferentes pero muy especificos, y de ser necesario, la respuesta puede ser
evocada nuevamente mediante vacunas adicionales.

Sin embargo, un abordaje de inmunizacién activa (vacunacion) contra A
tiene diversas complicaciones de importancia. Amiloide beta es lo que se conoce
como un auto-antigeno, al cual el cuerpo humano esta expuesto
constantemente. Por ende, resulta dificil romper la tolerancia inmune e inducir
una respuesta mediada por anticuerpos. Ademas, resulta dificil inducir una
respuesta inmune fuerte ante una vacuna en personas ancianas y enfermas,
tales como los pacientes con EA, debido a su sistema inmune debilitado y la
disminucién en la cantidad de células inmunes.

A pesar de estas complicaciones, en un estudio inicial, una vacuna AB1-
42 de longitud completa (AN1792) indujo una respuesta mediada por anticuerpos
y tuvo una eficacia prometedora, con una velocidad de deterioro cognitivo menor
en los pacientes tratados con ella, en comparacion con los tratados con un
placebo (Gilman, 2005). Sin embargo, 6% de los pacientes tratados
desarrollaron meningoencefalitis, una reaccion inflamatoria atribuida a una
respuesta mediada por células T contra la vacuna AB1-42 de longitud completa
(Orgogozo, 2003).

Otra vacuna anti-AB conocida, ACI-24, contiene una secuencia de 15
aminoacidos con una identidad completa con la secuencia humana 1-15 de AR

(WO2007/068411). Este antigeno peptidico esta unido a un portador liposomal
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para estimular los anticuerpos contra AR y evitar la meningoencefalitis y las
hemorragias (Muhs, 2007, Pihlgren, 2013). La seleccion del péptido AB1-15
como antigeno se baso en la légica de que esta secuencia contiene un epitopo
para células B pero carece de un sitio reactivo fuerte para las células T ante AR1-
42 de longitud completa (Monsonego, 2003), la causa potencial de las reacciones
inflamatorias indeseables. Se ha comprobado que ACI-24 actua mediante la
activacién simultanea de un receptor de células B especifico para AB1-15 y el
receptor tipo Toll 4 (TLR4), activado por monofosforil lipido A (MPLA), un
coadyuvante presente en la vacuna ACI-24 (Pihlgren, 2013).

Las células B se activan para proliferar y producir inmunoglobulina (1g)
mediante el entrecruzamiento de los receptores de Ig en su superficie. Para
incrementar la produccion de anticuerpos, puede proveerse una segunda sefal
mediante una célula auxiliar T activada por un epitopo para células T. Los
epitopos para células T, presentados por las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (en el antigeno leucocitario humano (HLA)) en la
superficie de las células presentadoras de antigenos (APC), promueven la
diferenciacion de células T auxiliares conocidas que pueden producir IFNy e IL-
4. Mediante la liberacion de citoquinas y sefiales coestimuladoras entre las
células T y B activadas, se incrementan las respuestas mediadas por anticuerpos
y el cambio de clases. Después de una vacunacién primaria, las células T
virgenes proliferan y se diferencian en células efectoras. Una fraccion pequena
de estas células forman el grupo de células T de memoria de larga vida, que
pueden proliferar rapidamente al reencontrarse con el péptido conocido después
de aplicar una vacuna de refuerzo (Sallusto, 2010). Los llamados epitopos para

células T “universales” son especificos para las células T presentes en la gran
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mayoria de poblaciones humanas. En general, se originan a partir de antigenos
a los que los seres humanos estan normalmente expuestos durante su vida (por
ejemplo, tétanos, influenza, etcétera). La capacidad de un epitopo para células
T de activarlas es el resultado de al menos dos propiedades complementarias:
(i) la afinidad de union al surco del HLA, es decir, la fuerza de la union, y (ii) la
capacidad de unirse a diversos haplotipos de HLA de manera promiscua, es
decir, la capacidad de abarcar poblaciones humanas muy diversas, con relacion
a las diferencias en la expresiéon de las moléculas del HLA.

Existe la necesidad de desarrollar una vacuna anti-AB que sea altamente
inmunogénica y mantenga un buen perfil de seguridad. Esta necesidad fue
satisfecha al incorporar un epitopo para células T universal en la vacuna
liposomal ACI-24. Debido a que la vacuna ACI-24 presenta AB1-15 en la
superficie de liposomas, los inventores consideraron que la inclusién de epitopos
para células T universales en la superficie de liposomas seria la primera via
seleccionada para mejorar la eficacia de la vacuna. Sin embargo, mediante la
inclusion de epitopos para células T universales en la superficie de liposomas
sorprendentemente no pudo incrementarse (o incrementarse sustancialmente)
la eficacia de la vacuna. Por consiguiente, segun se explica en la presente, se
adoptd un abordaje de encapsulacion con el que se obtuvo una eficacia superior.
Se comprobd que mediante la incorporacion de un epitopo para células T
universal en una vacuna liposomal se incrementa (0 se incrementa
sustancialmente) la eficacia de la vacuna y se mantiene un buen perfil de
seguridad mediante una activacion de células T no dirigida hacia AB. Sin
embargo, hubo diversos desafios en el desarrollo de este abordaje. En primer

lugar, los epitopos para células T universales desarrollados tendieron a ser
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hidrofobos, lo que dificultd la encapsulacion en los liposomas. En segundo lugar,
para mejorar la inmunogenicidad, tendieron a combinarse multiples epitopos
para células T universales. Sin embargo, el rendimiento de la sintesis de péptidos
y la tasa de éxito se redujeron a medida que se incremento la longitud de los
péptidos. En tercer lugar, la carga de los epitopos para células T universales
seleccionados influy6é en la eficiencia de la encapsulacién y las condiciones
experimentales requeridas para asegurarla, debido a que la membrana liposomal
esta cargada negativamente.

Por consiguiente, en la invencidén se provee una composicion de vacuna
liposomal que comprende
(@) un antigeno peptidico para células B derivado de amiloide B (AB)
presentado en la superficie del liposoma; y
(b)  un péptido que comprende un epitopo para células T universal
encapsulado en el liposoma.

Una composicién de vacuna particularmente preferida comprende una
vacuna ACI-24 modificada para incluir un péptido que comprende un epitopo
para células T universal encapsulado en el liposoma. Un liposoma es un ejemplo
de portador. De esta manera, el portador generalmente es un liposoma, pero
puede ser cualquier portador apropiado para presentar el antigeno peptidico
derivado de AP en la superficie mediante un mecanismo similar al empleado por
los liposomas (donde el antigeno peptidico derivado de AP adopta una
conformacién predominante de laminas 3) y también encapsular un péptido que
comprende un epitopo para células T universal. Los ejemplos abarcan vesiculas

y cuerpos particulados.
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Un “epitopo para células T universal” es un epitopo que es especifico para
las células T que estan presentes en la mayoria de las poblaciones humanas.
Comunmente se origina a partir de antigenos a los que los seres humanos estan
normalmente expuestos durante su vida. Los ejemplos abarcan los antigenos
que son incorporados rutinariamente en vacunas. Los ejemplos especificos
abarcan los epitopos para células T presentes en el tétanos, la influenza y la
difteria y también la hemocianina de lapa californiana (KLH) y Virus de Epstein
Barr (EBV). La capacidad “universal” de un epitopo para células T de activarlas
es el resultado de al menos dos propiedades complementarias: (i) la afinidad de
union al surco del HLA, es decir, la fuerza de la union, y (ii) la capacidad de unirse
a diversos haplotipos de HLA de manera promiscua, es decir, la capacidad de
abarcar poblaciones humanas muy diversas, con relacion a las diferencias en la
expresion de las moléculas del HLA. Los epitopos para células T universales
pueden unirse a la mayoria de los alelos del MHC de la clase Il presentes en las
poblaciones humanas. Por consiguiente, los epitopos para células T universales
incluidos en las composiciones de vacunas de la invencion pueden estimular una
respuesta mediada por células T CD4. Los epitopos para células T universales
incluidos en las composiciones de vacunas de la invencion pueden estimular una
respuesta mediada por células T auxiliares que incrementa la produccion de
anticuerpos (con especificidad por AB) por parte de las células B.

Los epitopos para células T universales incluidos en las composiciones
de vacunas de la invencion tipicamente se sintetizan en fases solidas. Por ende,
en algunas formas de realizacion, los epitopos para células T universales se
sintetizan en fases so6lidas. Debido a estos y otros detalles relacionados con la

encapsulacion, en algunas formas de realizacion no limitativas, el péptido que
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comprende un epitopo para células T universal tiene una longitud no superior a
85, 80, 75 6 70 aminoacidos. La longitud minima de un péptido que es un epitopo
para células T para asegurar una inmunogenicidad suficiente tipicamente es de
aproximadamente 10 aminoacidos. Por lo tanto, para garantizar que se genere
un epitopo para células T suficientemente inmunogénico, la longitud minima del
péptido tipicamente es de aproximadamente 10 aminoacidos. En algunas formas
de realizacion, el péptido tiene una longitud de al menos 20 aminoacidos. En
otras formas de realizacion, el péptido tiene una longitud de entre 30 y 60
aminoacidos: esto se basa en la longitud minima preferida para los epitopos para
células T universales y la preferencia por un péptido que comprende al menos
dos, tres o cuatro epitopos para células T universales (unidos).

También se determind que los epitopos para células T universales utiles
en la presente invencién tipicamente son hidréfobos. Esto implica otros desafios
para la sintesis, la purificacion y la encapsulacion en liposomas, debido a las
interacciones con los lipidos. El porcentaje de hidrofobicidad se calcula
dividiendo la cantidad total de aminoacidos hidrofobos (Phe, lle, Leu, Met, Val,
Trp, Ala'y Pro) por la cantidad total de aminoacidos en cualquiera de los péptidos
generales que comprenden epitopos para células T universales (cuando se
consideran los péptidos en general) o los epitopos para células T individuales
(cuando se considera cada epitopo para células T universal por separado) y
multiplicando el resultado por 100. En la presente, los aminoacidos hidréfobos
abarcan leucina (Leu), isoleucina (lle), fenilalanina (Phe), triptofano (Trp), valina
(Val), metionina (Met), prolina (Pro) y alanina (Ala).

Por ende, un péptido que comprende un epitopo para células T universal

generalmente comprende al menos 30% de aminoacidos hidréfobos. Esto
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implica que al menos 30% de los aminoacidos en los péptidos en general que
comprenden epitopos para células T universales son aminoacidos hidrofobos.
La mayoria de los péptidos con epitopos para células T universales evaluados
comprendieron hasta 50% de aminoacidos hidréfobos. En algunos casos, un
péptido puede comprender al menos 35%, 40%, 45% o 50% de aminoacidos
hidréfobos.

Para mejorar la inmunogenicidad, se prefiere que una composicion de
vacuna comprenda al menos dos epitopos para células T universales diferentes
encapsulados en el liposoma. Debido a la capacidad de los liposomas, en
combinacion con la hidrofobicidad de los péptidos y las limitaciones en la
sintesis, cada epitopo para células T universal idealmente tiene una longitud de
no mas de 30 aminoacidos, preferiblemente no mas de 20 aminoacidos, aun mas
preferiblemente aproximadamente 10-20 aminoacidos. Segun se explica mas
detalladamente en la presente, los inventores determinaron que los epitopos
para células T universales mas largos pueden recortarse eficazmente hasta una
longitud de 10-20 aminoacidos sin modificar su inmunogenicidad. Los péptidos
recortados se disefiaron seleccionando la subsecuencia mas inmunogénica y
mas corta, tipicamente con una longitud de aproximadamente 15 aminoacidos,
en la secuencia de cada epitopo para células T, en funcion de las zonas activas
predichas in silico. Hay diversos programas informaticos para ayudar a realizar
este analisis, incluyendo la plataforma de deteccién de inmunogenicidad EpiVax
(http://www.epivax.com). Otros ejemplos abarcan SYFPEITHI (Hans-Georg
Rammensee, Jutta Bachmann, Niels Nikolaus Emmerich, Oskar Alexander
Bachor, Stefan Stevanovic: SYFPEITHI: database for MHC ligands and peptide
motifs, Immunogenetics (1999), 50:213-219, http://www.syfpeithi.com), SVMHC
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(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16844990) y la base de datos IEBD (Vita,
R., Overton, J. A., Greenbaum, J. A., Ponomarenko, J., Clark, J. D., Cantrell, J.
R., Wheeler, D. K., Gabbard, J. L., Hix, D., Sette, A., Peters, B., The immune
epitope database (IEDB) 3.0, Nucleic Acids Res., 9 de Octubre de 2014, pii:
gku938 (publicacion electronica anticipada), PubMed PMID: 25300482,
http://www.iedb.org/).

En algunas formas de realizacion, cada epitopo para células T universal
comprende al menos 30% de aminoacidos hidrofobos. Esto implica que al menos
30% de los aminoacidos en el epitopo para células T universal son aminoacidos
hidréfobos. Para determinados epitopos, la proporcion de aminoacidos
hidrofobos puede alcanzar 80%. En algunos casos, puede haber al menos 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75% o 80% de aminoacidos hidrofobos. En
algunas formas de realizacion, la proporcion maxima de aminoacidos hidréfobos
puede ser de 80%, lo que implica que el rango mas amplio de aminoacidos
hidrofobos abarca entre 30% y 80%.

Para obtener una inmunogenicidad mejorada y resolver los
inconvenientes practicos relacionados con la encapsulacion, una composicion
de vacuna puede comprender dos, tres o cuatro epitopos para células T
universales diferentes encapsulados en portadores. Cuando se encapsulan
cantidades grandes de epitopos para células T universales diferentes
(especialmente 3 & 4), es preferible recortarlos hasta una longitud de
aproximadamente 10-20 aminoacidos, tal como aproximadamente 15
aminoacidos. Se prefiere la inclusibn de multiples epitopos para células T
universales diferentes en los mismos péptidos encapsulados. Por lo tanto, las

construcciones de péptidos sintéticos que contienen multiples epitopos para
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células T universales diferentes representan una implementacion preferida de la
invencion. En determinadas formas de realizacion, el péptido comprende al
menos dos epitopos para células T universales diferentes. En formas de
realizacidn mas especificas, el péptido comprende dos, tres o cuatro epitopos
para células T universales. Cuando hay al menos dos epitopos para células T
universales en una construcciéon peptidica sintética, puede unirselos mediante
conectores. Los conectores se emplean para unir fisicamente epitopos para
células T universales de manera tal de no perjudicar su inmunogenicidad. Los
conectores apropiados para unir aminoacidos son bien conocidos en la técnica.
Los conectores preferidos son conectores basados en aminoacidos, es decir,
conectores peptidicos. De este modo, pueden unirse epitopos para células T
universales mediante enlaces peptidicos. Un conector permite el procesamiento
correcto de los epitopos para células T universales. Para que ocurra la
presentacion de antigenos por las moléculas MHC de la clase Il, es necesario el
ingreso de los antigenos en el compartimiento endosomal-lisosomal.
Posteriormente, estos antigenos son procesados por enzimas proteoliticas, de
las cuales las proteasas de cisteina lisosomales de la familia de la papaina
pueden constituir un subconjunto importante. Los péptidos generados se unen a
las moléculas del MHC de la clase Il, que luego se presentan en la superficie de
las células presentadoras de antigenos dedicadas (APC), incluyendo los
macrofagos, las células dendriticas (DC) y las células B (Lutzner y Kalbacher,
2008). Por lo tanto, un conector preferiblemente comprende un sustrato para una
proteasa de cisteina lisosomal de la familia de la papaina. El conector puede
comprender un sustrato para una o mas enzimas como la catepsina S, la

catepsina B o la catepsina L. En algunas formas de realizacion, el conector
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comprende, consiste esencialmente o consiste en al menos dos o al menos tres
aminoacidos. En algunas formas de realizacién, el conector comprende, consiste
esencialmente o consiste en los aminoacidos VVR, TVGLR, KVSVR, PMGAP o
PMGLP.

Por consiguiente, los péptidos que comprenden dos epitopos para células
T universales pueden ser péptidos lineales con el siguiente formato:

[epitopo para células T universal 1]-[conector]-[epitopo para células T universal
2].

Los péptidos que comprenden tres epitopos para células T universales
pueden ser péptidos lineales con el siguiente formato:

[epitopo para células T universal 1]-[conector]-[epitopo para células T universal
2]-[conector]-[epitopo para células T universal 3].

Los péptidos que comprenden cuatro epitopos para células T universales
pueden ser péptidos lineales con el siguiente formato:

[epitopo para células T universal 1]-[conector]-[epitopo para células T universal
2]-[conector]-[epitopo para células T universal 3]-[conector]-[epitopo para células
T universal 4].

Vale destacar que no es necesario que los conectores entre cada par de
epitopos para células T universales unidos sean idénticos. Por ejemplo, el
conector entre el epitopo para células T universal 1 y el epitopo para células T
universal 2 puede ser diferente del conector entre el epitopo para células T
universal 2 y el epitopo para células T universal 3. En el caso de cuatro epitopos
para células T universales cada uno de los tres conectores pueden ser diferentes

o dos pueden ser iguales y el tercero diferente (en cualquier orden). En algunas
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formas de realizacién donde hay multiples conectores en un péptido, todos son
idénticos.

Los inventores evaluaron diversas fuentes de epitopos para células T
universales al disefar péptidos apropiados para la encapsulacion. En algunas
formas de realizacion, los epitopos para células T universales derivan de la
toxina de la difteria, la toxina del tétanos, el virus de Epstein Barr, la
hemaglutinina de la influenza y/o la hemocianina de lapa californiana. Por lo
tanto, las combinaciones especificas preferidas de epitopos para células T
universales se seleccionan entre las siguientes:

(@)  una combinacion de epitopos para células T universales de la toxina de la
difteria y la toxina del tétanos;

(b)  una combinacién de epitopos para células T universales del virus de
Epstein Barr y la toxina del tétanos;

(c) una combinacion de epitopos para células T universales del virus de
Epstein Barr, la toxina del tétanos y la hemocianina de lapa californiana; o

(d) una combinacion de epitopos para células T universales de la
hemaglutinina de la influenza, la toxina de la difteria, la toxina del tétanos y el
virus de Epstein Barr.

Estas combinaciones preferiblemente se proveen en los formatos
conectados descriptos. Para clarificar, mientras las combinaciones se incluyen
preferiblemente en un orden especifico pueden incluirse en un orden alternativo.
Por ejemplo, si hay tres epitopos de células T universales, A, By C, estos pueden
incluirse en cualquiera de los ordenes ABC, ACB, BAC, BCA, CAB o CBA.

Los péptidos especificos que comprenden multiples epitopos para células

T universales diferentes constituyen otro aspecto de la invencién. Estos péptidos
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preferiblemente se incluyen en composiciones de vacunas de la invencion. Por
ende, los péptidos utiles en la invencion comprenden, consisten esencialmente
o consisten en secuencias de aminoacidos seleccionadas entre SEQ ID N° 1
(SAT42), SEQ ID N° 2 (SAT43), SEQ ID N° 3 (SAT44) o SEQ ID N° 4 (SATA47).
La composicidén de estos péptidos se detalla en la tabla 2 mas adelante.

Los péptidos especificos que comprenden epitopos para células T
universales individuales también constituyen un aspecto de la invencion. Estos
péptidos preferiblemente se incluyen en composiciones de vacunas de la
invencion. Por consiguiente, los péptidos utiles en la invencidon comprenden,
consisten esencialmente o consisten en secuencias de aminoacidos
seleccionadas entre SEQ ID N° 5 (SAT6), SEQ ID N° 6 (SAT13), SEQ ID N° 7
(SAT15) o SEQ ID N° 8 (SAT17). La composicion de estos péptidos se detalla
en la tabla 1 mas adelante. En las composiciones de vacunas de la invencién
también pueden incluirse combinaciones de estos péptidos, recortados en la
medida apropiada hasta una longitud de 10-20 aminoacidos. Los péptidos
combinados preferiblemente estan unidos por uno 0 mas conectores, segun se
los define en la presente.

El péptido antigénico derivado de A3 se presenta en la superficie de los
liposomas. Tipicamente, esto se basa en su insercidn en la superficie externa de
los liposomas. La insercion en la superficie externa de los liposomas puede
facilitarse uniendo los péptidos antigénicos derivados de AB a unidades que se
insertan en la superficie externa de los liposomas. Los liposomas pueden ser
cualquier liposoma apropiado para presentar antigenos peptidicos derivados de
AB en su superficie y encapsular péptidos que comprenden epitopos para células

T universales. Tipicamente, la unidad comprende una porcién hidrofoba para
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asegurar la insercion en la bicapa lipidica de los liposomas. La unidad puede ser
cualquier unidad apropiada, pero preferiblemente es un acido graso. El acido
graso puede comprender un residuo de palmitoilo. Una construccion preferida,
por ejemplo, ACI-24, comprende un antigeno peptidico derivado de AR (AB(1-15)
en ACI-24) unido a dos residuos de palmitoilo en los extremos N y C del péptido.
De este modo, el antigeno peptidico esta tetrapalmitolizado. Esto puede
facilitarse incorporando dos residuos de lisina en los extremos N y C del antigeno
peptidico derivado de A[B. Los residuos de lisina estan palmitolados.

En algunas formas de realizacion, un liposoma tiene una carga superficial
negativa, es decir, es anidnico. Preferiblemente, un liposoma comprende
fosfolipidos, y aun mas preferiblemente, los fosfolipidos comprenden
dimirilsitoilfosfatidil-colina (DMPC) vy dimirsitoilfosfatidil-glicerol (DMPG). Un
liposoma también puede comprender colesterol. En algunas formas de
realizaciéon, la proporcidon molar entre estos tres componentes puede ser de
9:1:7.

Por lo tanto, una construccion mas preferida comprende un antigeno
peptidico derivado de AB reconstituido en un liposoma. De este modo, las
composiciones de la invencion generalmente pueden ser conocidas como
“‘composiciones de vacunas liposomales de la invencion”.

El antigeno peptidico derivado de A induce una respuesta mediada por
células B en un sujeto. Se trata de un “antigeno para células B”. Segun se ha
indicado, las placas AB estan formadas por péptidos AR con una longitud de entre
39 y 43 aminoacidos, que en su forma natural no patolégica adoptan una
conformacion de espiral aleatoria. Durante la transicion al estado patolégico, se

transforman principalmente en estructuras secundarias de laminas (3, que se
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agregan espontaneamente en depdsitos insolubles. El antigeno peptidico
derivado de AP esta por lo tanto definido aqui como un antigeno peptidico que
deriva de (un maximo de) 43 aminoacidos de AP pero no es AB de longitud
completa. Mas especificamente, el antigeno peptidico derivado de AP
comprende el epitopo inmunodominante para células B de AB(1-42) pero carece
del epitopo para células T hallado en AB(1-42). Por ende, en algunas formas de
realizacion, el antigeno peptidico derivado de AP comprende, consiste
esencialmente o consiste en entre 13 y 15 aminoacidos contiguos de los 17
aminoacidos del extremo N de AB. Vale destacar que el antigeno peptidico
derivado de AR puede proveerse en el contexto de una molécula peptidica mas
grande, el resto de la cual no deriva de la secuencia de aminoacidos de ARB. Por
ejemplo, el péptido puede incluir residuos adicionales, por ejemplo, residuos de
lisina para facilitar la palmitoilacién. Esos residuos tipicamente se encuentran en
los extremos N y C del péptido. En este contexto, el término “consiste
esencialmente” denota que el antigeno peptidico derivado de AB comprende
entre 13 y 15 aminoacidos contiguos de los 17 aminoacidos del extremo N de A
pero puede incluir una cantidad limitada de residuos adicionales, por ejemplo,
cuatro residuos de lisina para facilitar la palmitoilacion. Un antigeno peptidico
derivado de AB preferido comprende, consiste esencialmente o consiste en los
aminoacidos 1-15 de AB, que puede denominarse “AB(1-15)" (WO2007/068411,
ACI-24).

Un antigeno peptidico derivado de A3 en una composicion de la invencion
adopta una estructura secundaria que replica una forma patolégica de ApP.
Preferiblemente, el antigeno peptidico derivado de AR adopta una estructura

secundaria con una conformacion de lamina 3. Incluso mas preferiblemente, el
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antigeno peptidico derivado de A3 adopta una conformacion predominantemente
de lamina 3 cuando se presenta en la superficie de un liposoma.

Las composiciones de la invencion tipicamente comprenden al menos un
coadyuvante. En algunas formas de realizacion de la invencién, las
composiciones de la invencién comprenden dos coadyuvantes. El propoésito de
los uno o mas coadyuvantes es incrementar o estimular la respuesta inmune en
el sujeto. Preferiblemente, el al menos un coadyuvante es parte del portador (en
lugar de estar encapsulado en él). Por lo tanto, el al menos un coadyuvante
puede formar parte de un liposoma, y puede formar parte de la bicapa lipidica.
El coadyuvante puede ser un coadyuvante a base de lipidos. El coadyuvante
puede estar presentado al menos en parte en la superficie del liposoma: esto
puede deberse a que el coadyuvante forma parte de la bicapa lipidica. En
algunas formas de realizacion, uno o mas coadyuvantes que forman parte de un
liposoma pueden combinarse con un coadyuvante encapsulado. En otras
realizaciones, uno o mas adyuvantes que forman parte de un liposoma pueden
mezclarse con un adyuvante adicional (tal como Alum o CpG) cuando se forman
los liposomas. El portador (liposoma) puede operar como coadyuvante con la
adiciéon al liposoma de monofosforil lipido A (MPLA), un término que abarca
derivados de MPLA como monofosforil hexa-acil lipido A, 3-deacilo (sintético)
(3D-(6-acilo) PHAD®), PHAD® (hexaacil disacarido fosforilado) o MPL. Por lo
tanto, segun formas de realizacién particulares, las composiciones también
comprenden MPLA. El MPLA tipicamente se agrega durante la formacion del
liposoma (segun se detalla mas adelante en la presente). Por consiguiente, los
liposomas preferidos comprenden dimirisitoilfosfatidil-colina  (DMPC),

dimirisitoilfosfatidil-glicerol (DMPG), colesterol y MPLA. En algunas formas de
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realizacién, la proporcion molar entre estos cuatro componentes puede ser de
9:1:7:0,05.

Otros coadyuvantes que pueden emplearse segun la invencion abarcan
hidroxido de aluminio (alumina) y CpG, entre otros.

Las composiciones de vacunas de la invencion se administran en sujetos
para tratar, prevenir, inducir respuestas inmunes protectoras o aliviar los
sintomas de una enfermedad o una afeccion asociada a amiloide beta o una
afeccion caracterizada o asociada a la pérdida de capacidad de memoria
cognitiva. Las composiciones de vacunas pueden tener aplicaciones tanto
profilacticas como terapéuticas. Los sujetos son mamiferos, tipicamente seres
humanos.

Una enfermedad o una afeccion asociada a amiloide beta puede abarcar
trastornos neurologicos como la enfermedad de Alzheimer (EA). Otros ejemplos
de enfermedades o afecciones asociadas a amiloide beta segun la invencion
abarcan deterioro cognitivo leve (MCI), sindrome de Down, amiloidosis cardiaca,
angiopatia amiloide cerebral (AAC), esclerosis multiple, enfermedad de
Parkinson, demencia con cuerpos de Lewy, ELA (esclerosis lateral amiotréfica),
diabetes en adultos, miositis con cuerpos de inclusién (MCI), amiloidosis ocular,
glaucoma, degeneracion macular, distrofia reticular y neuritis optica. Varias de
estas afecciones se caracterizan o estan asociadas a la pérdida de capacidad
de memoria cognitiva. Las afecciones caracterizadas o asociadas a la pérdida
de capacidad de memoria cognitiva segun la invencién abarcan EA, deterioro
cognitivo leve (MCI), sindrome de Down, amiloidosis cardiaca, angiopatia

amiloide cerebral (AAC), esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson,
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demencia con cuerpos de Lewy, ELA (esclerosis lateral amiotréfica) y miositis
con cuerpos de inclusion (MCI).

En la invencién se provee un método para tratar, prevenir, inducir una
respuesta inmune protectora o aliviar los sintomas de una enfermedad o una
afeccidon asociada a amiloide beta o una afeccion caracterizada o asociada a la
pérdida de capacidad de memoria cognitiva en un sujeto, que comprende
administrarle una composicion de vacuna de la invencién al sujeto.

Los métodos también pueden expresarse como usos médicos de las
composiciones de vacunas de la invencion. De este modo, en la invencidn
también se provee una composicion de vacuna de la invencidén que puede usarse
en el tratamiento, la prevencion, la induccién de una respuesta inmune protectora
o el alivio de los sintomas de una enfermedad o una afeccion asociada a amiloide
beta o una afeccidn caracterizada o asociada a la pérdida de capacidad de
memoria cognitiva en un sujeto.

Asimismo, en la invencidn se provee el uso de composiciones de vacunas
de la invencion en la manufactura de un medicamento util en el tratamiento, la
prevencion, la induccidon de una respuesta inmune protectora o el alivio de los
sintomas de una enfermedad o una afeccion asociada a amiloide beta o una
afeccion caracterizada o asociada a la pérdida de capacidad de memoria
cognitiva en un sujeto.

Todas las formas de realizacidén de la presente se aplican a los métodos
o los usos médicos descriptos. La administracion de una composicion de vacuna
de la invencion en un sujeto da como resultado la produccidn de anticuerpos de
IgG tipicamente policlonales que se unen a las formas patologicas de AB. Segun

se ha indicado, estas formas patolégicas de AB comprenden multimeros de
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laminas (. Por ende, los anticuerpos producidos pueden denominarse
anticuerpos “con especificidad por AB”.

La capacidad de un anticuerpo de unirse al antigeno blanco esta regulada
principalmente por dos parametros: afinidad y avidez. La afinidad de un
anticuerpo determina la fuerza de la interaccion monovalente entre un anticuerpo
y su antigeno. La avidez de un anticuerpo abarca el fortalecimiento de la unién
a través de mas de un punto de interaccion entre el antigeno y el anticuerpo. La
capacidad de deteccion de los sueros policlonales, inducida por una vacunacion,
se basa en los dos parametros mencionados con anterioridad (Siegrist, 2013).
En general, se la conoce como la avidez de la respuesta policlonal, ya que resulta
dificil evaluar la afinidad y la avidez de manera independiente. Segun se explica
con mayor detalle en el ejemplo 4 de la presente (seccion 4.2), los inventores
desarrollaron un abordaje de ELISA donde se evalua la union general entre
sueros que contienen anticuerpos policlonales y antigenos en concentraciones
mas altas o mas bajas en paralelo (Martineau, 2010). La proporcion entre las
sefales bajas y altas (la sefal representa la concentracion del anticuerpo unido)
se expresa como el indice de avidez. Un indice con un valor mas alto (mas
cercano a 1) representa una fuerza de union general superior, en comparacion
con uno con un valor mas bajo (mas cercano a 0). Un incremento en el indice de
avidez en el tiempo provee una indicacion de la maduracion general de la avidez
de los anticuerpos inducidos por la vacuna. En la presente (ejemplo 4 y figura 4)
se demuestra que una inmunizacion con composiciones de vacunas de la
invencion, que comprenden un péptido encapsulado que contiene un epitopo

para células T universal, produce un efecto de maduracién superior a una
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inmunizacion con ACI-24 (sin péptidos encapsulados con epitopos para células
T universales).

Las composiciones de vacunas de la invencidon pueden administrarse en
los sujetos por cualquier via apropiada. Aquellos versados en la técnica han de
reconocer que las composiciones de vacunas pueden administrarse por via
topica, oral, rectal, nasal o parenteral (por ejemplo, intravenosa, intradérmica,
subcutanea o intramuscular). Ademas, las composiciones de vacunas pueden
incorporarse en matrices de liberacidn sostenida, tales como polimeros
biodegradables, que se implantan en localizaciones cercanas o muy cercanas al
sitio donde se desea realizar la administracion. Sin embargo, en formas de
realizacién preferidas, una composicion de vacuna se administra por via
intramuscular o subcutanea.

Para generar respuestas inmunes protectoras, las composiciones de
vacunas de la invencion pueden administrarse una sola vez en los sujetos. Sin
embargo, en algunas formas de realizacion, las composiciones de vacunas de la
invencion se administran varias veces en un mismo sujeto. Por ende, la invencion
abarca lo que se conoce como regimenes de cebado-refuerzo. Las vacunas
suelen administrarse separadas por periodos de al menos 1 semana,
frecuentemente aproximadamente 1-12 meses. Sin que se desee limitar la
invencidon a una hipotesis especifica, se cree que mediante la adicién de un
epitopo para células T universal a ACI-24 se mejora la respuesta mediada por
anticuerpos anti-AB al proveerse una segunda sefial especifica desde las células
T activadas con especificidad por epitopos conocidos. Las composiciones de
vacunas de la invencién representan una nueva opcion terapéutica poderosa

para la prevencion y el tratamiento de enfermedades o afecciones asociadas a
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amiloide beta, tales como la EA. En algunas formas de realizacion, en cada
ocasion se administra una misma composicion de vacuna, en un régimen de
vacunacion homologo. La vacunacion homologa abarca un régimen de
inmunizacion donde se emplea una misma vacuna tanto para el cebado (primera
inmunizacion) como para el refuerzo (segunda inmunizacion o cualquier otra
inmunizacion adicional).

Por otro lado, en una inmunizacién heter6loga de cebado-refuerzo se
emplean vacunas diferentes para la inmunizacion primaria y al menos algunas
de las inmunizaciones ulteriores. En algunas formas de realizacién, las
composiciones de vacunas de la invencion se administran varias veces en un
mismo sujeto en una combinacion heterdloga de cebado-refuerzo, junto con
otras vacunas “anti-AB” que comprenden antigenos peptidicos derivados de
cualquier porcién de la proteina AB, incluyendo antigenos peptidicos derivados
de regiones fuera de AB(1-15). En algunas formas de realizacion, las
composiciones de vacunas de la invencion se administran varias veces en un
mismo sujeto en una combinacion heterdloga de cebado-refuerzo, junto con
otras vacunas “anti AB” que comprenden los mismos antigenos peptidicos,
incluyendo antigenos peptidicos de AB(1-15). En algunas formas de realizacion,
las composiciones de vacunas de la invencién, que preferiblemente comprenden
antigenos peptidicos de AB(1-15), se administran varias veces en un mismo
sujeto, en una combinacion heterdloga de cebado-refuerzo con otras vacunas
“anti-AB” que comprenden antigenos peptidicos derivados de AP
correspondientes, preferiblemente antigenos peptidicos de APB(1-15). Los
ejemplos de vacunas “anti-AB” que pueden administrarse en una vacunacion de

cebado-refuerzo junto con composiciones de vacunas de la invencion que
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comprenden antigenos derivados de A abarcan, sin limitaciones, la vacuna
AB(1-15)-PADRE (Agadjanyan et al., 2005; Ghochikyan et al., 2006), la vacuna
AB(1-15)-toxoide de la difteria (DT) o la vacunaCRM (W0O2010016912), la
repeticion en tandem de AB(1-15) unido a lisina (Maier et al., 2006), la vacuna
dendrimérica de AB(1-15) (Seabrook et al., 2006), el conjugado de AB(1-15) DT
(Liu et al., 2013), AB(1-6) unido a la proteina del recubrimiento del bacteriéfago
QB (Windblad et al., 2012), AB(1-7)-CRM (Arai et al., 2015) y Nterm AB-KLH
(Schneeberger et al., 2010).

En la invencion también se proveen kits que contienen composiciones de
vacunas segun la invencion. Por consiguiente, se provee un kit para tratar,
prevenir, inducir una respuesta inmune protectora o aliviar los sintomas de una
enfermedad o una afeccion asociada a amiloide beta o una afeccion
caracterizada o asociada a la pérdida de capacidad de memoria cognitiva en un
sujeto, que comprende una composicion de vacuna (liposomal) de la invencion,
segun se describe en la presente. Los kits pueden comprender instrucciones
apropiadas para su uso. En las instrucciones de uso puede explicarse el
cronograma de administracion de las composiciones. Por ende, los kits pueden
comprender multiples dosis (separadas) de composiciones de vacunas de la
invencion. En las instrucciones de uso también pueden explicarse las
condiciones para almacenar las composiciones, particularmente durante el
periodo entre la administracion de las dosis de las composiciones de vacunas.
Estos kits pueden aplicarse a todos los métodos relevantes de la invencion,

segun se describe en la presente.
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En la invencion también se proveen métodos para producir composiciones
de vacunas liposomales de la invencion. Estos métodos pueden comprender los
siguientes pasos:

(@)  generar una pelicula lipidica;

(b)  rehidratar la pelicula lipidica en un amortiguador que comprende un
péptido que comprende un epitopo para células T universal;

(c) generar liposomas a partir de la pelicula lipidica rehidratada para
encapsular el péptido que comprende un epitopo para células T universal y
formar una soluciéon que contiene liposomas que comprenden epitopos para
células T universales encapsulados;

(d)  agregarle un antigeno peptidico derivado de amiloide 3 (AB) a la solucién
y mantenerla bajo condiciones apropiadas para que éste se inserte en la bicapa
lipidica de los liposomas.

Estos métodos se describen a modo de ejemplo en la presente, y sus
detalles pueden aplicarse a cualquier aspecto de la invencion. En términos
generales, los métodos pueden comprender formar una pelicula lipidica delgada,
homogeneizarla y extruirla. Por lo tanto, en algunas formas de realizacion, la
pelicula lipidica se produce disolviendo un lipido en etanol y evaporando el etanol
al vacio. Los componentes lipidicos preferidos para las composiciones de
vacunas liposomales de la invencion abarcan DMPC, DMPG, colesterol y MPLA
(como coadyuvante). La proporcion molar de estos componentes puede ser de
9:1:7:0,05. Esta proporcién molar también puede aplicarse a las composiciones
de vacunas liposomales de la invencion. Los componentes lipidicos pueden
solubilizarse a temperaturas elevadas. Una temperatura elevada puede ser de

entre 40°C y 80°C, por ejemplo, aproximadamente 60°C.
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En el paso (b), el amortiguador usado para la rehidratacion puede
depender del péptido que comprende el epitopo para células T universal
empleado. En general, puede usarse cualquier amortiguador apropiado. En
algunas formas de realizacion, el amortiguador comprende acetato de sodio o
PBS. Si se debe encapsular SAT42, el amortiguador puede ser acetato de sodio.
Si se debe encapsular uno o mas de SAT43, SAT44 o SAT47, el amortiguador
puede ser PBS. En todos los casos, puede agregarse DMSO al amortiguador,
por ejemplo, DMSO al 5%. La rehidratacién puede realizarse agitando la
muestra.

En el paso (c), los liposomas pueden generarse mediante agitacion en
presencia de esferas. Puede usarse cualquier esfera apropiada. Por ejemplo, las
esferas pueden ser esferas de vidrio. En este paso, pueden producirse vesiculas
multilamelares, que posteriormente se convierten en liposomas que comprenden
bicapas lipidicas. Esta conversion puede depender de varios ciclos de
congelacion y descongelacion, por ejemplo, 5-15, preferiblemente 10. Los ciclos
de congelacion-descongelacién pueden ser seguidos por una homogeneizacion.
Esta puede ser seguida por una extrusién basada en el tamafio. En algunas
formas de realizacién, los liposomas se extruyen a través de poros con un
diametro (o una dimension maxima) de aproximadamente 0,08-0,1 ym. Esto
puede ocurrir a través de una membrana, tal como una membrana de
policarbonato. Los liposomas extruidos pueden concentrarse, por ejemplo,
usando una forma de filtracion como la ultrafiltracion.

El paso (d) da como resultado la insercion del antigeno peptidico derivado
de amiloide B (AB) en la bicapa lipidica de los liposomas. Las condiciones

necesarias pueden abarcar una agitacion durante 10-60 minutos, por ejemplo,
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aproximadamente 30 minutos, a una temperatura de 25-35°C, tal como
aproximadamente 30°C. El antigeno peptidico derivado de amiloide 3 (AB) es un
péptido tetrapalmitoilado que comprende AB1-15. Para producir el péptido
tetrapalmitoilado, este péptido comprende dos residuos de lisina en cada
extremo. El péptido puede disolverse previamente en hidrégeno fosfato de
disodio, para luego inyectarlo en la solucion liposomal.

Como paso final, el método también puede comprender filtrar la
composicién de vacuna. Esto puede realizarse bajo condiciones estériles. La
filtracion puede ocurrir a través de una membrana con poros con un tamafio de
0,2 um. Las membranas apropiadas abarcan membranas de polietersulfona
(PES), que pueden proveerse como filtros de jeringa. La composicion de vacuna
producida puede almacenarse bajo condiciones apropiadas hasta su uso, por
ejemplo, con refrigeracién (por ejemplo, a aproximadamente 5°C).

Otros métodos para producir composiciones de vacunas liposomales de
la invencion pueden basarse en una inyeccion de flujo transversal, segun se
describe a modo de ejemplo en la presente. Por consiguiente, en la invencién
también se proveen métodos para producir composiciones de vacunas
liposomales de la invencion mediante inyecciones de flujo transversal. Estos
métodos pueden aplicarse particularmente a composiciones donde se ha
encapsulado SAT44 o SAT47. Estos métodos pueden comprender los siguientes
pasos:

(@)  disolver los lipidos que forman los liposomas (y el coadyuvante, de estar
basado en lipidos) en una solucion;
(b)  disolver el péptido que comprende un epitopo para células T universal en

una solucion;

25



Confidencial

(c) mezclar las soluciones de los pasos (a) y (b) usando un mdédulo de
inyeccion de flujo transversal, para formar liposomas intermedios donde se ha
encapsulado el péptido que comprende un epitopo para células T universal;

(d)  extruir los liposomas intermedios a través de una membrana para
disminuir su tamafo y su polidispersidad;

(e)  mezclar una solucidon que comprende un antigeno peptidico derivado de
amiloide B (AB) con la solucion del paso (d) usando un modulo de inyeccion de
flujo transversal, o que da como resultado la insercion del antigeno peptidico
derivado de amiloide B (AB) en la bicapa lipidica de los liposomas.

Estos métodos se describen a modo de ejemplo en la presente, y sus
detalles pueden aplicarse a cualquier aspecto de la invencion. En términos
generales, en los métodos se usa una inyeccién de flujo transversal para
encapsular un péptido que comprende un epitopo para células T universal e
insertar un antigeno peptidico de amiloide B (AB) en la bicapa lipidica de los
liposomas.

En el paso (a), los lipidos (que pueden comprender un coadyuvante, tal
como un coadyuvante de MPLA, segun se describe en la presente) tipicamente
se disuelven en etanol. El etanol puede ser etanol al 90%-100%, por ejemplo,
etanol al 96%. La disolucién puede acelerarse, por ejemplo, mediante un
calentamiento a una temperatura de entre 40°C y 80°C, por ejemplo,
aproximadamente 60°C. Los componentes lipidicos preferidos son los detallados
para las composiciones de vacunas liposomales de la invencién, y abarcan
DMPC, DMPG, colesterol y MPLA (como coadyuvante). La proporcion molar de
estos componentes puede ser de 9:1:7:0,05. Esta proporcion molar también

puede aplicarse a las composiciones de vacunas liposomales de la invencion
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En el paso (b), el péptido que comprende un epitopo para células T
universal se disuelve. El péptido puede disolverse en un amortiguador, apropiado
(por ejemplo, un am amortiguador de His-sacarosa), en algunas formas de
realizacion, bajo agitacion, por ejemplo, sonicacion.

En el paso (c), las soluciones de los pasos (a) y (b) se mezclan usando un
modulo de inyeccion de flujo transversal, para formar liposomas intermedios
donde se ha encapsulado un péptido que comprende un epitopo para células T
universal. Antes de este paso, las soluciones de los pasos (a) y (b) pueden
filtrarse. Un tamafo apropiado para los poros del filtro puede ser de
aproximadamente 0,2 pm. Las soluciones pueden usarse en cualquier
concentracion apropiada. Una vez filtradas, las soluciones pueden calentarse a
una temperatura de entre 30°C y 60°C, por ejemplo, aproximadamente 40°C. Los
liposomas se forman inyectando las dos soluciones (de los pasos (a) y (b)) a
través de un modulo de flujo transversal (donde se encuentran las 2 soluciones).
Esto generalmente se realiza con una velocidad de flujo y una temperatura
especificas, lo cual ha de resultar comprensible para aquellos versados en la
técnica (las temperaturas apropiadas son las que se mencionaron con
anterioridad). En algunas formas de realizacion, después de la formacion de los
liposomas, puede agregarse un amortiguador, tipicamente para disminuir la
concentracion de etanol. Puede usarse cualquier amortiguador apropiado, por
ejemplo, un amortiguador de His-sacarosa.

En el paso (d), los liposomas intermedios se extruyen a través de una
membrana para disminuir su tamano y su polidispersidad. En los liposomas
formados en la solucion, hay un péptido encapsulado que comprende un epitopo

para células T universal. Puede usarse cualquier membrana apropiada. Un

27



Confidencial

tamano apropiado para los poros puede ser de aproximadamente 100 nm. Un
tipo de membrana apropiado es una membrana de policarbonato. Este paso
puede realizarse a cualquier temperatura apropiada, preferiblemente a
temperatura ambiente (por ejemplo, aproximadamente 25°C). Después de este
paso, puede implementarse un paso de filtracidon, por ejemplo, ultra/diafiltracion,
para eliminar el etanol. En este paso puede usarse cualquier membrana
apropiada, por ejemplo, una membrana de fibras huecas con un umbral de peso
molecular de aproximadamente 500 kD. Puede implementarse un paso de
intercambio del amortiguador en un amortiguador de dispersion. Un
amortiguador de dispersion preferido es la PBS. La PBS puede tener un pH
apropiado, por ejemplo, entre 6 y 8, particularmente aproximadamente 6,9. Para
esto, pueden ser necesarios entre 5y 15 intercambios de volumen, por ejemplo,
aproximadamente 10. Antes del paso (e), los liposomas pueden diluirse en el
amortiguador de dispersion hasta la concentracién deseada. La concentracion
deseada puede estar en el rango de 0,1-10 mg/ml, por ejemplo,
aproximadamente 1 mg/ml. Antes del paso (e), la solucion que contiene los
liposomas puede calentarse a una temperatura apropiada, por ejemplo, entre
30°C y 60°C, preferiblemente aproximadamente 35°C.

El paso (e) comprende mezclar una solucién que comprende un antigeno
peptidico derivado de amiloide 3 (AB) con la solucién del paso (d) usando un
modulo de inyeccion de flujo transversal. Segun se indica en la presente, el
antigeno peptidico derivado de amiloide B (AB) preferiblemente esta lipidado (por
ejemplo, tetrapalmitoilado), y la descripcion provista se aplica mutatis mutandis.
Antes de mezclar, el antigeno peptidico derivado de amiloide 3 (AB) tipicamente

se disuelve en una solucion amortiguadora apropiada, por ejemplo, una solucién
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de Beta-OG al 10% p/v en un amortiguador de Na2HPO4 10 mM, pH 11,4. La
solucion generalmente se calienta a una temperatura apropiada, por ejemplo,
entre 30°C y 80°C, por ejemplo, aproximadamente 60°C. La solucion puede
diluirse adicionalmente, segun sea necesario, para asegurar una concentracion
apropiada del antigeno peptidico derivado de amiloide 3 (AB). Una concentracién
apropiada puede estar en el rango de 0,1-10 mg/ml, por ejemplo,
aproximadamente 1 mg/ml. El pH tipicamente se mantiene en el rango de 11-12,
por ejemplo, aproximadamente 11, preferiblemente 11,4. La mezcla de la
solucion que comprende un antigeno peptidico derivado de amiloide 3 (AB) con
la solucion del paso (d) usando un moédulo de inyeccion de flujo transversal da
como resultado la insercidn del antigeno peptidico derivado de amiloide B (AB)
en la bicapa lipidica externa de los liposomas. La mezcla puede incubarse
durante un periodo de tiempo fijo, a una temperatura apropiada, para facilitar la
insercion del antigeno peptidico derivado de amiloide 3 (AB) en la bicapa lipidica
de los liposomas. Un periodo de tiempo apropiado puede ser de entre
aproximadamente 20 y aproximadamente 120 minutos, por ejemplo,
aproximadamente 30 minutos. Una temperatura apropiada puede ser de entre
30°C y 60°C, preferiblemente aproximadamente 35°C. La incubacion puede
realizarse bajo agitacion, por ejemplo, centrifugacion.

Después del paso (e), el producto puede recuperarse para su inclusion en
las composiciones de la invencion. De este modo, el producto puede formularse
en una composicién de vacuna liposomal de la invencién. Esto puede abarcar un
paso de ultra/diafiltracion para eliminar Beta-OG de la solucion amortiguadora.
Puede emplearse cualquier membrana apropiada para este paso, por ejemplo,

una membrana de fibras huecas con un umbral de peso molecular de
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aproximadamente 500 kD. La ultra/diafiltracidon puede abarcar un paso de
intercambio del amortiguador en un amortiguador final. Un amortiguador final
preferido es un amortiguador de His-sacarosa, que puede ser histidina 10 mM
mas sacarosa 250 mM. Para esto, pueden ser necesarios entre 5 y 15
intercambios de volumen, por ejemplo, aproximadamente 10. Puede
implementarse un paso de concentracion para obtener el volumen final preferido.
También puede implementarse un paso de filtracidn final (estéril). En éste, puede
emplearse un cartucho de filtracion. El paso de filtracion puede realizarse a
través de un tamiz con poros con cualquier tamafio apropiado, por ejemplo,
aproximadamente 0,2 pm. La filtracion puede realizarse bajo condiciones
estériles. La composicion de vacuna producida puede almacenarse
posteriormente bajo condiciones apropiadas hasta su uso, por ejemplo, bajo
refrigeracion (por ejemplo, a aproximadamente 5°C).

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. (A) Analisis de anticuerpos IgG con especificidad por AB1-42 mediante
un ELISA en plasma de ratones C57BL/6 21 (ACI-24.046) o 7 dias (ACI-24, ACI-
24.043, ACI-24.044) antes (antes de la exsanguinacion) o 7, 21 6 35 dias
después de la primera inmunizacion con las vacunas indicadas (las flechas
representan los puntos de tiempo donde se realizé la inmunizacion). Los
resultados se expresan como media geométrica + intervalo de confianza (IC) de
95%, en ng/ml, con n=5 ratones por grupo. El eje X representa los dias donde se
realizaron los tratamientos/las exsanguinaciones, mientras que el eje Y
representa la titulacién de los anticuerpos, expresada en ng/ml. (B) Analisis de
anticuerpos IgG con especificidad por AB1-42 mediante un ELISA en plasma de

ratones C57BL/6 21 (ACI-24.046) o 7 (ACI-24, ACI-24.043, ACI-24.044) dias
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antes (antes de la exsanguinacion) o 21 dias después de la primera inmunizacién
con las vacunas indicadas. Los resultados se expresan como media geométrica
1 IC de 95%, en ng/ml, con 5 ratones por grupo. Analisis estadistico entre los
diversos grupos realizado el dia 21: prueba de Kruskal-Wallis con
comparaciones multiples de Dunn. *p<0,05; **p<0,01. El eje X representa el
plasma individual de los grupos inmunizados con las vacunas indicadas,
mientras que el eje Y representa la titulacion de los anticuerpos, expresada en
ng/ml.

Figura 2. (A) Analisis de la inhibicion de la auto-asociacion de AB1-42 mediante
un ELISA con anticuerpos IgG en plasma de ratones C57BL/6 21 6 7 dias antes
(lineas de puntos) o 21 dias después de la primera inmunizacién (lineas en
negrita) con las vacunas indicadas. Los resultados se expresan como media *
desviacion estandar del porcentaje de inhibicién de la auto-asociacién de AB1-
42, con 5 ratones por grupo. El eje X representa las diluciones en serie del
plasma, mientras que el eje Y representa el porcentaje de inhibicién de la auto-
asociacion de ABR1-42. (B) La inhibicion de la auto-asociacion de AB1-42 se
expresa como el porcentaje (%) de inhibicion el dia 21 menos el % de inhibicién
el dia -21 6 -7 (fondo, previo a la exsanguinacion), con una dilucion del plasma
de 1/25. El eje X representa los grupos tratados con las vacunas indicadas,
mientras que el eje Y representa el porcentaje de inhibicién de la auto-asociacion
de AB1-42 después de la sustraccion del fondo.

Figura 3. Analisis de los anticuerpos IgG con especificidad por oligdmeros AB1-
42 mediante un ELISA en plasma de ratones C57BL/6 21 (ACI-24.046) o 7 (ACI-
24, ACI-24.043, ACI-24.044) dias antes o 21 dias después de la primera

inmunizacion con las vacunas indicadas. Los resultados se expresan como
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media geométrica £ IC de 95%, en ng/ml, con 5 ratones por grupo. Analisis
estadistico entre los diversos grupos realizado el dia 21: prueba de Kruskal-
Wallis con comparaciones multiples de Dunn. *p<0,05; **p<0,01. El eje X
representa los grupos inmunizados con las vacunas indicadas, mientras que el
eje Y representa la titulacion de los anticuerpos, expresada en ng/ml.

Figura 4. Analisis de la avidez por AB1-42 de anticuerpos IgG mediante un
ELISA en plasma de ratones C57BL/6 7 6 21 dias después de la primera
inmunizacion con las vacunas indicadas. Los resultados se expresan como
media geométrica £ IC de 95% del indice de avidez, con 5 ratones por grupo.
Analisis estadistico: prueba de Mann-Whitney entre el dia 7 y el dia 21 para cada
grupo. *p<0,05; **p<0,01. El eje X representa los grupos inmunizados con las
vacunas indicadas, mientras que el eje Y representa el indice de avidez.

Figura 5. Analisis de anticuerpos IgG con especificidad por oligdmeros AP
mediante un abordaje MSD en suero de monos Cynomolgus inmunizados con
ACI-24.046 (SAT44, n=8), ACI-24.045 (SAT43, n=4) 0 ACI-24.043 (SAT47, n=4)
antes de la primera inmunizaciéon (dia 1) y 1 semana después de la tercera
inmunizacion (dia 64). Los resultados se expresan como media geométrica = IC
de 95%, en AU/mI. El eje X representa el plasma individual de los grupos
inmunizados con las vacunas indicadas, mientras que el eje Y representa la
titulacion de los anticuerpos, expresada en AU/m.

Figura 6. Analisis de anticuerpos IgG con especificidad por AB1-42 mediante un
ELISA en plasma de ratones C57BL/6 7 dias después de la 32 inmunizacién (dia
36) con las vacunas ACI-24 y ACI-24,046 (SAT44) (A) o las vacunas ACI-24 y
ACI-24.043 (SATAT) (B). Los resultados se expresan como la media geométrica

1 IC de 95%, en ng/ml, con n = 10 ratones por grupo. El eje X representa las

32



Confidencial

vacunas usadas para la inmunizacion de cada grupo en particular, mientras que

el eje Y representa la titulacion de anticuerpos, expresada en ng/ml. Prueba

estadistica Prueba de Mann-Whitney entre ACI-24 y la vacuna indicada. *p<0,05;

**p<0,01; ***p<0,001.

Tabla de abreviaturas

ABTS Acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)
AB Amiloide beta (abeta)

Ac20 Anhidrido acético

EA Enfermedad de Alzheimer

AP Fosfatasa alcalina

APC Células presentadoras de antigenos

BSA Suero de ternero bovino

AU/mI Unidades arbitrarias por ml

IC Intervalo de confianza

DMF Dimetilformamida

DMPC 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DMPG 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosforilglicerol
DMSO Dimetilsulféxido

ELISA Estudio inmunoabsorbente ligado a enzimas
HLA Antigeno leucocitario humano

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento
HRP Peroxidasa de rabano picante

Ig Inmunoglobulina

KLH Hemocianina de lapa californiana

MPLA Monofosforil lipido A
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SRA Espectrometria de masa
MSD Meso Scale Discovery
Pal1-15 AB1-15 tetrapalmitoilado
PBS Solucién salina amortiguada con fosfato
PES Polietersulfona

pNPP Fosfato de p-nitrofenilo

SC Subcutaneo

TMB Tetrametilbencidina

AFT Acido trifluoroacético

TIS Triisopropilsilano

TLR4 Receptor tipo Toll 4
Beta-OG n-octil-B-D-glucopiranoésido

La invencion ha de comprenderse mejor en referencia a los siguientes
ejemplos no limitativos.

Ejemplo 1. Diseiio de nuevos epitopos para células T

La capacidad de un epitopo para células T de activarlas (calificacion de
inmunogenicidad) es el resultado de dos propiedades complementarias: (i) la
afinidad por el HLA y (ii) la capacidad de unirse a diversos haplotipos del HLA de
manera promiscua. Se realiz6 una evaluacion in silico (Epivax) de diversos
epitopos para células T con origenes diferentes para seleccionar los péptidos
con las calificaciones de inmunogenicidad mas altas. En una fase preliminar, se
evaluaron 10 péptidos con origenes diferentes (hemocianina de lapa californiana
(KLH), toxina de la difteria, virus de influenza, virus de Epstein Barr y virus de
herpes). Los péptidos con la mejor calificacién de inmunogenicidad (superior a

10) se seleccionaron debido a la posibilidad de que fueran altamente
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inmunogénicos en seres humanos, en funcion de la prediccion de su afinidad por
el HLA y su capacidad de reaccionar con diversos haplotipos del HLA (las
secuencias de los péptidos seleccionados se proveen en la tabla 1).

Tabla 1

Nomb | Secuencia Origen del péptido

re

SAT6 | STLEYFLYDPIFFLHHSNTDRLWAIWQALQKY | KLH
RGKPYNTANCAIVRHDTY (SEQ ID N° 5)

SAT1 | VHHNTEEIVAQSIALSSLMV (SEQ ID N° 6) Toxina de la difteria

SAT1 | IDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSL (SEQ ID N° | Hemaglutinina de

5 7) influenza

SAT1 | VYGGSKTSLYNLRRGTALAI (SEQ ID N° 8) Virus de Epstein Barr

Una vez seleccionados los péptidos individuales, se disefaron péptidos
promiscuos combinados compuestos por 2 6 3 epitopos inmunogénicos para
células T de diversos origenes (denominados SAT42, SAT43 y SAT44) y
péptidos promiscuos compuestos por péptidos recortados (por ejemplo, SAT47
0 SAT43) (tabla 2). Los péptidos recortados se disefiaron seleccionando, en la
secuencia de cada epitopo para células T, la secuencia peptidica de 15 unidades
mas inmunogeénica, en funcion de las zonas activas de los epitopos para células
T predichas in silico. El objetivo fue incrementar la calificacion de
inmunogenicidad sin incrementar el tamafo del péptido promiscuo final, debido
a las limitaciones en los procesos de sintesis de péptidos y encapsulacion de

vacunas. En resumen, la tasa de rendimiento y el éxito de la sintesis de péptidos
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se reducen al incrementarse la longitud de los péptidos, especialmente cuando
se supera una longitud de 30 aminoacidos y cuando ademas hay principalmente
residuos hidrofébicos, como es el caso de los péptidos de epitopos para células
T descriptos en la presente. Mas aun, la tasa de encapsulacién de los péptidos
se reduce al incrementarse la longitud, ya que la probabilidad de alojarlos en el
lumen de los liposomas se reduce al incrementarse la longitud de los péptidos.
La calificacion de la inmunogenicidad in silico de estos 4 epitopos para células T
promiscuos fue muy alta, particularmente mas alta que la de cada uno de los
péptidos constituyentes, con lo cual se confirmo6 que al combinarse péptidos de
diversos origenes puede mejorarse la afinidad por el HLA y la cobertura de
haplotipos del HLA (las secuencias de los epitopos para células T promiscuos

se proveen en la tabla 2).

Tabla 2

No | Secuencia Disefio del péptido | Origen del
mb péptido

re

SA | VHHNTEEIVAQSIALSSLMVPM | SAT13+PMGAP+to | Toxina de la
T4 | GAPQYIKANSKFIGITEL (SEQID | xina del tétanos difteria+toxina
2 N° 1) del tétanos

SA | VYGGSKTSLYNLRRGTALAIVV | SAT17+VVR+toxina | Epstein
T4 | RQYIKANSKFIGITELVVRPIFFL | del Barr+tétanos+
3 | HHSNTDRLWAI (SEQ ID N° 2) tétanos+VVR+SAT6 | KLH

SA | VYGGSKTSLYNLRRGTALAIVV | SAT17+VVR+toxina | Epstein
T4 | RQYIKANSKFIGITEL (SEQ ID N° | del tétanos Barr+tétanos
4 13)
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SA | SMGVYQILAIYSTVVRIVAQSIAL | SAT15+VVR+SAT1 | Hemaglutinin

T4 | SSVVRYIKANSKFIGVVRLYNLR | 3+VVR+tétanos+VV | a de
7 RGTAL (SEQ ID N° 4) R+SAT17 influenza+dift
eria+tétanos+

Epstein Barr

Ejemplo 2. Sintesis y formulacion de vacunas

Método general para sintetizar y purificar péptidos que son epitopos para
células T universales

Los péptidos para células T se manufacturaron mediante una sintesis
lineal en una fase sdlida (SPPS), en una resina de 2-clorotritilo, mediante una
reaccion convencional con Fmoc. El procedimiento de uniéon convencional se
realizd con 3,0 equivalentes de aminoacidos y un reactivo de unién, en presencia
de 3,0 equivalentes de la base en DMF, durante 1 hora a temperatura ambiente.
Para las secuencias de union dificiles, se implementé una unién doble con un
periodo de reaccion extendido. Después de completar la union de los
aminoacidos, se implementd un paso de limitacién de la acetilacion, usando 5,0
equivalentes de Ac20 en piridina, de manera tal de abortar el alargamiento de
las cadenas peptidicas no deseadas. La resina se lavo con DMF y el grupo Fmoc
se eliminé usando piperidina al 20% en DMF durante 5 minutos. Después de
terminar la SPPS, se realiz6 la desproteccion y la escision de los péptidos en
general de la resina usando un coctel de escision convencional (TFA/TIS/agua)
durante 2 horas a temperatura ambiente. La resina se separd por filtracion y se
lavé con TFA. Posteriormente, el producto en bruto se hizo precipitar con un
exceso de 10 veces de volumen de éter isopropilico/hexano frio, y el sdlido se

filtr6 usando un tamiz de vidrio y se seco al vacio. El péptido en bruto fue
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purificado en una columna de fase inversa C18, usando un gradiente del solvente
A (agua, 0,1% de TFA) y el solvente B (acetonitrilo, 0,1% de TFA) en un sistema
de HPLC preparativa. Las fracciones de HPLC que contenian el péptido deseado
con una pureza superior a 90% se combinaron, se diluyeron en agua y se
sometieron a un intercambio i6nico. Las fracciones deseadas del intercambio
ionico se liofilizaron. Se determind y se confirmé la identidad y la pureza del
péptido final mediante un analisis de HPLC-MS.

Preparacion de las vacunas ACI-24.043/ACI-24.044/ACI-24.045/ACI1-24.046
(pelicula lipidica delgada)

Las vacunas que contenian péptidos de epitopos para células T
encapsulados se produjeron usando tecnologia de peliculas lipidicas delgadas,
a lo que siguié una homogeneizacion y una extrusion. Primero, se solubiliz
DMPC, DMPG (Lipoid, Alemania), colesterol y monofosforil hexa-acilo lipido A,
3-deacilo sintético o 3D-(6-acil) PHAD™ (Avanti Polar Lipids, EEUU), en una
proporcion molar de 9:1:7:0,05 en etanol a 60°C. El etanol se evaporé mediante
una centrifugacion al vacio para obtener una pelicula lipidica delgada.

La pelicula lipidica se rehidraté con uno de estos amortiguadores (en
funcidn del epitopo para células T que se deseaba encapsular):

. acetato de sodio 20 mM, pH 4 (Fluka), DMSO al 5% (Sigma Aldrich) en
agua MilliQ con 0,8 mg/ml del epitopo para células T SAT42; o

. PBS 0,1x, pH 7,4, DMSO al 5% (todos de Sigma-Aldrich) en agua MilliQ
con 0,3-0,4 mg/ml del epitopo para células T SAT43, SAT44 o SAT47.

La solucién se agité suavemente durante 15 minutos. La muestra se agitd
vigorosamente en presencia de esferas de vidrio. Las vesiculas multilamelares

resultantes se sometieron a 10 ciclos de congelacién y descongelacion (N2
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liquido y bafio de agua a 37°C) y una homogeneizacion, seguida por una
extrusion consecutiva a través de membranas de policarbonato (Whatman,
Reino Unido) con poros con un tamafio de 0,1/0,08 uym. Los pasos de
homogeneizacion y extrusion se realizaron usando EmulsiFlex-C5 (Avestin,
Canada). Los liposomas extruidos se concentraron por ultrafiltracion, y el
amortiguador se intercambié por PBS, pH 7,4, mediante una diafiltracion (10
intercambios). Los liposomas resultantes se diluyeron en PBS, pH 7,4, y se
calentaron a 30°C antes de agregar Pal1-15.

Se disolvié un péptido humano tetrapalmitoilado Pal1-15 (Bachem AG,
Suiza) en Na2HPO4 10 mM, pH 11,4, en agua MilliQ con B-OG al 1% (Sigma-
Aldrich, EEUU), se inyecto el producto en la solucion liposomal a 30°C, se agito
durante 30 minutos y se realizé una concentracion basada en una ultrafiltracién
y una dilucion en PBS, pH 7,4, por diafiltracion. Los liposomas resultantes se
esterilizaron filtrandolos a través de tamices de jeringa con membranas de
polietersulfona (PES) de 0,2 ym y se almacenaron a 5°C.

Preparacion de la vacuna ACI-24.043 (inyeccion de flujo transversal)

Los lipidos (DMPG, DMPC, colesterol y 3D-(6-acil) PHAD™ (Avanti Polar
Lipids, EEUU)) se disolvieron en EtOH al 96% en un gabinete de calentamiento
a 60°C. Después de la disolucion completa de los lipidos, la solucion se filtr6 a
través de un tamiz con poros con un tamafio de 0,2 ym en un sistema de
inyeccion calentado a 60°C. En detalle, se disperso la cantidad apropiada de
ACI-24.043 (SAT47) en EtOH a temperatura ambiente con la ayuda de una
sonicacion (la concentracion de EtOH tipicamente fue 2% v/v de la solucion final
de SAT47). Después de la dispersidon completa del péptido, se agregd un

amortiguador de His-sacarosa (histidina 10 mM, sacarosa 250 mM) hasta
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obtener una proporcion en masa entre el farmaco y los lipidos de 1/50. La
solucion SAT47 se filtré a través de un tamiz con poros con un tamano de 0,2
pgm (tamiz Sartoscale) en la botella con el amortiguador de inyeccion, que luego
se calentd hasta 40°C. Los liposomas se formaron en el sitio de inyeccion cuando
se mezclo la solucion de lipidos/EtOH y el amortiguador de inyeccion.
Inmediatamente después de la formacion de los liposomas, se implementd un
paso de dilucién en linea con histidina 10 mM y sacarosa 250 mM para disminuir
la concentracion de EtOH. Los liposomas intermedios se extruyeron a través de
membranas de policarbonato con poros con un tamafno de 100 nm (1 paso) a
temperatura ambiente. Para eliminar el EtOH, se realizdé una ultra/diafiltracion
(UDF) con una membrana de fibras huecas (umbral de peso molecular: 500 kD)
y se intercambio el amortiguador por PBS, pH 6,9 (10 intercambios de volumen).
Luego se diluyeron los liposomas con SAT47 usando el amortiguador de
dispersion (PBS, pH 6,9) hasta obtener una concentracion total de lipidos de 1
mg/ml, y se calento hasta 35°C. Se disolvié Pal1-15 en una solucién al 10% p/v
de beta-OG en un amortiguador de Na2HPO4 10 mM, pH 11,4, a 60°C, y se
realizd una dilucion adicional el mismo amortiguador hasta alcanzar una
concentracion final de 1 mg/ml. Se ajusté el pH en 11,4. Después de mezclar
estas dos soluciones usando un modulo de inyeccion de flujo transversal, la
suspension liposomal se incub6 adicionalmente a 35°C durante 30 minutos bajo
agitacion, para permitir la insercion completa de Pal1-15. Se implementé un
segundo paso de UDF usando una membrana de fibras huecas (umbral de peso
molecular: 500 kD) para eliminar beta-OG y se intercambi6 el amortiguador por

histidina 10 mM y sacarosa 250 mM (10 intercambios de volumen). El producto
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se concentro hasta el volumen final y se filtré a través de tamices de jeringa
Acrodisc mPES de 0,2 pm.
Preparacion de la vacuna ACI-24.046 (inyeccion de flujo transversal)

Los lipidos (DMPG, DMPC, colesterol y 3D-(6-acil) PHAD™ (Avanti Polar
Lipids, EEUU)) se disolvieron en EtOH al 96% en un gabinete de calentamiento
a 60°C. Después de la disolucion completa de los lipidos, la solucion se filtr6 a
través de un tamiz con poros con un tamafio de 0,2 ym en un sistema de
inyeccion calentado a 60°C. En paralelo, se disolvio ACI-24.046 (SAT44) en el
amortiguador de inyeccion (histidina 10 mM, sacarosa 250 mM) a 40°C. Después
de la disoluciéon completa de SAT44, la solucion se filtré a través de un tamiz con
poros con un tamafio de 0,2 ym (Sartoscale) en la botella con el amortiguador
de inyeccién, que luego se calent6 hasta 40°C. Los liposomas se formaron en el
sitio de inyeccidén cuando se mezclé la solucién de lipidos/EtOH y el amortiguador
de inyeccion. Inmediatamente después de la formacion de los liposomas, se
implemento un paso de dilucion en linea con histidina 10 mM y sacarosa 250 mM
para disminuir la concentracion de EtOH. Los liposomas intermedios se
extruyeron a través de membranas de policarbonato con poros con un tamafno
de 100 nm (1 paso) a temperatura ambiente. Para eliminar el EtOH, se realizé
una ultra/diafiltracion (UDF) con una membrana de fibras huecas (umbral de
peso molecular: 500 kD) y se intercambid el amortiguador por PBS, pH 6,9 (10
intercambios de volumen). Luego se diluyeron los liposomas con SAT44 usando
el amortiguador de dispersion (PBS, pH 6,9) hasta obtener una concentracion
total de lipidos de 1 mg/ml, y se calent6 hasta 35°C. Se disolvié Pal1-15 en una
solucion al 10% p/v de beta-OG en un amortiguador de Na2HPO4 10 mM, pH

11,4, a 60°C, y se realizé una dilucion adicional el mismo amortiguador hasta
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alcanzar una concentracion final de 1 mg/ml. Se comprobé el pH y se lo ajusté
cuidadosamente una vez mas en 11,4. Después de mezclar estas dos soluciones
usando un modulo de inyeccion de flujo transversal, la suspension liposomal se
incubo adicionalmente a 35°C durante 30 minutos bajo agitacion, para permitir la
insercion completa de Pal1-15. Se implement6 un segundo paso de UDF usando
una membrana de fibras huecas (umbral de peso molecular: 500 kD) para
eliminar beta-OG y se intercambid el amortiguador por histidina 10 mM y
sacarosa 250 mM (10 intercambios de volumen). El producto se concentro hasta
el volumen final y se filtré a través de tamices de jeringa Acrodisc mPES de 0,2
pm.

Ejemplo 3. Estudios de inmunogenicidad in vivo con vacunas con epitopos

para células T encapsulados como pruebas de concepto (PoC)

Una vez realizada la encapsulacién exitosa de diversos epitopos para
células T, se evalu6 la inmunogenicidad de las vacunas que contenian los
epitopos para células T encapsulados con calificaciones de inmunogenicidad
altas, SAT42, SAT44 y SAT47 (vacunas ACI-24.044, ACI-24.046 y ACI-24.043,
respectivamente), en comparacién con la vacuna ACI-24, in vivo. Se sometieron
ratones C57BL/6 salvajes a un total de tres inmunizaciones subcutaneas (SC)
los dias 0, 14 y 28, usando ACI-24, ACI-24.044 (SAT42 encapsulado), ACI-
24.046 (SAT44 encapsulado) y ACI-24.043 (SAT47 encapsulado). Se
recolectaron muestras de sangre los dias -21 (ACI-24.046), -7 (ACI-24, ACI-
24.043, ACI-24.044) (antes de la exsanguinacion), 7, 21 6 35 para determinar la
titulacion de IgG con especificidad por AB1-42 mediante un ELISA.

Se recubrieron placas con 10 uyg/ml de una pelicula con el péptido AR1-42

humano (Bachem, Suiza) durante la noche a 4°C. Después de lavar con Tween
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20 al 0,05%/PBS y bloquear con BSA al 1%/Tween al 0,05%/PBS, se agregaron
diluciones en serie de plasma a las placas y se incub6 a 37°C durante 2 horas.
Después del lavado, las placas se incubaron con un anticuerpo anti-lgG de raton
conjugado con fosfatasa alcalina (AP) (Jackson ImmunoResearch, PA, EEUU)
durante 2 horas a 37°C. Después del lavado final, las placas se incubaron
durante 2,5 horas con el sustrato AP (pNPP) y se leyeron a 405 nm usando un
lector de placas de ELISA. Los resultados se expresaron en referencia a
diluciones en serie realizadas con un anticuerpo disponible comercialmente
(6E10, Biolegend, Reino Unido, Cat. 803002). En la figura 1A se representa la
titulacion de IgG con especificidad por AB1-42 inducida por la vacuna ACI-24,
con epitopos para células T encapsulados o sin ellos, a lo largo del tiempo. A
pesar de que la vacuna ACI-24 dio como resultado la mayor titulacion de IgG con
especificidad por ABR1-42 el dia 7, después de la primera inmunizacion, se
observé un incremento en la titulacibn de anticuerpos después de las
inmunizaciones segunda y tercera, cuando se encapsulé un epitopo para células
T en la vacuna ACI-24.

A partir de los resultados en la figura 1B, puede observarse que la
inmunizacion con vacunas ACI-24 que comprendian epitopos para células T
encapsulados indujo un incremento en la titulacibon de anticuerpos con
especificidad por AB, en comparacion con ACI-24, que alcanzo significacion
estadistica para el grupo inmunizado con la vacuna ACI-24.043 (SAT47
encapsulado).

Las vacunas con SAT42, SAT43, SAT44 o SAT47 encapsulado fueron
evaluadas en un estudio en monos Cynomolgus. Cuatro monos por grupo

recibieron tres inmunizaciones subcutaneas mensuales (los dias 1, 29 y 57) con
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la vacuna ACI-24.044 (SAT42 encapsulado — dos grupos con un total de 8
monos), la vacuna ACI-24.046 (SAT44 encapsulado — 2 grupos con un total de
8 monos), la vacuna ACI-24.045 (SAT43 encapsulado — 4 monos) o la vacuna
ACI-24.043 (SAT47 encapsulado — 4 monos). Se extrajo sangre antes de la
primera inmunizacion (dia 1) y 1 y 3 semanas después de cada inmunizacion
(dias 8, 22, 36, 50, 64 y 78) para determinar la titulacidon de 1gG con especificidad
por AB1-42 mediante un ELISA.

Las placas se recubrieron con 10 yg/ml de una pelicula con el péptido
AB1-42 humano (Bachem, Suiza) durante la noche a 4°C. Después de lavar con
Tween 20/PBS al 0,05% y bloquear con BSA al 1%/Tween 20/PBS al 0,05%, se
aplicaron 8 diluciones al medio en serie de suero sobre las placas y se incubo a
37°C durante 2 horas. Después del lavado, las placas se incubaron con un
anticuerpo anti-IgG de mono conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP)
(KPL, Cat. N° 074 11 021) durante 2 horas a 37°C. Después del lavado, las
placas se incubaron con 50 pyl de ABTS/H202 (acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (sustrato para HRP) y se leyeron a 405 nm después
de una hora usando un lector de placas de ELISA. Los resultados se expresaron
con relacion a diluciones en serie de un grupo de monos positivos usado como
referencia.

La inmunogenicidad de las vacunas con diversos epitopos para células T
se comparo con la de la vacuna ACI-24. En la tabla 3 se observa el incremento
en la titulacion de anticuerpos con especificidad por AR en comparacién con la
vacuna ACI-24 1 semana después de la tercera inmunizacion. Todas las vacunas
evaluadas, ACI-24.046 (SAT44), ACI-24.043 (SAT47), ACI-24.045 (SAT43) o

ACI-24.044 (SAT42), indujeron un incremento en la titulacion de anticuerpos de
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al menos 7 veces (ACI-24.044 con SAT42 encapsulado), en comparacién con la
titulacion inducida por la vacuna ACI-24. Las vacunas ACI-24.043 (SAT47
encapsulado) y ACI-24.046 (SAT44 encapsulado) indujeron titulaciones de
anticuerpos con especificidad por AR significativamente mayores que ACI-24 1
semana despueés de la tercera inmunizacion (tabla 3). Las vacunas ACI-24.043
(SAT47 encapsulado) y ACI-24.046 (SAT44 encapsulado) presentaron
calificaciones Epivax elevadas (142,89 y 57,2, respectivamente).

Tabla 3. Incremento en la titulacién de anticuerpos con especificidad por
AB en comparacion con ACI-24 (1 semana después de la tercera

inmunizacién, dia 64)

Vacuna ACI- ACI- ACI- ACI-
24.046 | 24.043 24.045 24.044
(SAT44 | (SAT47 | (SAT43 | (SAT42
encapsu | encapsul | encapsul | encapsul

lado) ado) ado) ado)

Incremento, expresado en | 40, 144, 17, 7,
veces, en la titulacion de IgG con | p=0,002 | p=0,0003 | p=0,1408 | p=0,6003
especificidad por AB, con |7 (*%) (***) (ns) (ns)
relacion a ACI-24

Analisis estadistico: prueba de Kruskal-Wallis con comparaciones multiples de
Dunn; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ns: no significativo

A partir de los resultados obtenidos in vivo (figuras 1) con las vacunas
ACI-24.046 (SAT44 encapsulado) y ACI-24.043 (SAT47 encapsulado)
manufacturadas con tecnologia de peliculas con lipidos delgados, se evaluoé la

inmunogenicidad in vivo de las mismas vacunas manufacturadas con un método
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de inyeccion de flujo transversal. Se sometieron ratones C57BL/6 salvajes a un
total de tres inmunizaciones subcutaneas (s.c.) los dias 0, 14 y 28 con las
vacunas ACI-24, ACI-24.046 (SAT44 encapsulado) o ACI-24.043 (SAT47
encapsulado). Se tomaron muestras de sangre los dias 7, 7, 21 y 35 para
determinar la titulacion de 1gG con especificidad por AB1-42 mediante un ELISA.

A partir de los resultados en la figura 6, puede concluirse que la
inmunizacion con vacunas ACI-24 que comprendian epitopos para células T
encapsulados indujo un incremento significativo en la titulacion de anticuerpos
con especificidad por AB, en comparacion con ACI-24.

Ejemplo 4. Calidad de los anticuerpos con especificidad por AB inducidos

4.1. Inhibicién de la auto-asociacién de AB1-42 humano in vitro

La calidad de los anticuerpos con especificidad por AB inducidos se evalué
in vitro midiendo la inhibicion de la auto-asociacion/agregacion de A31-42. Este
estudio se basa en la capacidad del plasma de ratones antes y después de la
inmunizacion de alterar la predisposicion natural de AB1-42 humano a auto-
asociarse.

Se recubrieron placas de ELISA convencionales con 1 ug/ml de AR1-42
durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron 4 veces con 300 ul de Tween 20
al 0,05%/PBS. Se alcanzé la saturacidon agregando BSA al 0,5%/PBS e
incubando durante 1 hora a 37°C. Después del lavado, se agregaron cuatro
diluciones de plasma al medio en serie a las placas durante 20 minutos, a
temperatura ambiente con agitacion. Se aplicé AB1-42 biotinilado en cada
cavidad, hasta una concentracion final de 0,1 uyg/ml, y se incub6 a temperatura
ambiente durante 2 horas con agitacion. Se usé AB1-42 biotinilado sin plasma

como control positivo para la auto-asociaciéon de AB1-42 (considerado como
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100% de auto-asociacion, 0% de inhibicidén). Después de un paso de lavado, las
placas se incubaron con peroxidasa de rabano picante (HRP) conjugada con
estreptavidina (R&D Systems, Canada, Ref. 890803), en una dilucion de 1/200
en BSA al 0,5%/Tween 20 al 0,05%/PBS, durante 1 hora a temperatura ambiente
con agitacion. Después del lavado, las placas se incubaron con el sustrato Sure
Blue Reserve TMB (Seracare, Cat. 5120-0081) durante 10 minutos. Se
interrumpié la reaccion con una solucidén de terminacidn Bethyl (Bethyl
Laboratories, Inc, Cat. E115) y se leyeron las placas a 450 nm usando un lector
de placas de ELISA. El porcentaje de inhibicion de la auto-asociacion se calculd
con relacién a AB1-42 biotinilado sin plasma como control positivo (0% de
inhibicion).

En funcién de los resultados, se concluyd que los anticuerpos con
especificidad por AB generados después de 2 inmunizaciones con todas las
vacunas que contenian epitopos para células T afectaron la auto-asociacion de
AB1-42 de manera mas eficiente que los anticuerpos inducidos por ACI-24 (figura
2A). Debido a que el plasma previo a la exsanguinacion induce un fondo
inhibicion de la auto-asociacion, el porcentaje el dia 21 se normalizé restando el
fondo previo a la exsanguinacion. Los anticuerpos especificos anti-Af1-42
generados por la inmunizacion con todas las vacunas ACI-24 que contenian
epitopos para células T indujeron una mayor inhibicion de la auto-asociacion de
AB1-42 que ACI-24: esta inhibicion alcanzé significacion estadistica en el grupo
inmunizado con ACI-24.046 (SAT44 encapsulado) (figura 2B).

4.2. Generacioén de anticuerpos que reconocen oligémeros AB
Para evaluar la especificidad de los anticuerpos inducidos en la union a

oligbmeros AR patologicos en ratones C57BL/6, se determinaron las respuestas
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de 1gG con especificidad por oligdmeros AB1-42 mediante un ELISA. Las placas
se recubrieron con 10 yg/ml de oligdbmeros preparados como se describié con
anterioridad (Adolfsson, 2012), durante la noche a 4°C. Después de lavar con
Tween 20 al 0,05%/PBS y bloquear con BSA al 1%/Tween 20 al 0,05%/PBS, se
agregaron diluciones de plasma en serie a las placas y se incub6 a 37°C durante
2 horas. Después del lavado, las placas se incubaron con un anticuerpo anti-lgG
de raton conjugado con fosfatasa alcalina (Jackson ImmunoResearch, Cat. 115-
055-164, PA, EEUU) durante 2 horas a 37°C. Después del lavado final, las placas
se incubaron durante 2,5 horas con el sustrato AP (pNPP) y se leyeron a 405 nm
usando un lector de placas de ELISA. Los resultados se expresaron con relacion
a diluciones en serie de un anticuerpo disponible comercialmente (6E10,
Biolegend, Reino Unido, Cat. 803002).

Cada muestra se analizé en ocho o cuatro diluciones al medio en serie,
comenzando con una dilucion de 1/100, 1/400, 1/800 6 1/1600, en funcién de la
titulacion de anticuerpos AB1-42. Sobre la base de los resultados en la figura 3,
se concluyé que la inmunizacién con todas las vacunas ACI-24 que contenian
epitopos para células T indujo un incremento en la titulacion de anticuerpos con
especificidad por los oligomeros AB1-42, en comparacion con ACI-24, que
alcanz¢ significacion estadistica para el grupo inmunizado con la vacuna ACI-
24.043 (SAT47 encapsulado).

Se determind el indice de avidez de los anticuerpos inducidos en ratones
C57BL/6 7 y 21 dias después de la inmunizacion mediante un ELISA. Se recubrid
la mitad de una placa de ELISA convencional con 10 pg/ml de una pelicula con
el péptido AB1-42, mientras que la otra mitad se recubrié con 1 yg/ml de una

pelicula con el péptido AB1-42, durante la noche a 4°C. Después de un lavado
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con Tween 20 al 0,05%/PBS y un bloqueo con BSA al 1%/Tween 20 al
0,05%/PBS, se aplicaron ocho diluciones al medio en serie de plasma bajo las
dos condiciones de recubrimiento y se incubé a 37°C durante dos horas.
Después de un paso de lavado, las placas se incubaron con un anticuerpo anti-
IgG de raton conjugado con fosfatasa alcalina (AP) (Jackson ImmunoResearch,
Cat. 115-055-164, PA, EEUU) durante 2 horas a 37°C. Después del lavado final,
las placas se incubaron durante 2,5 horas con el sustrato AP (pNPP) y se leyeron
a 405 nm usando un lector de placas de ELISA. Los resultados se expresaron
con relacién a diluciones en serie de un anticuerpo disponible comercialmente
(6E10, Biolegend, Reino Unido, Cat. 803002).

Para determinar el indice de avidez, se calcularon las AU/ml para cada
muestra con los dos recubrimientos usando una curva de referencia obtenida
con 10 pg/ml del péptido AB1-42. Se usaron valores de OD de entre 0,6 y 2,8
para el calculo posterior de la concentracion. El indice de avidez se calculé como
la proporcion entre la concentracién de anticuerpos en la concentracion de
recubrimiento mas baja (1 ug/ml del péptido AB1-42) y el recubrimiento saturado
(10 pg/ml del péptido AB1-42).

En funcién de los resultados en la figura 4, se concluyéo que la
inmunizacion con todas las vacunas ACI-24 que contenian epitopos para células
T indujo la maduracién de la avidez de los anticuerpos con especificidad por AB1-
42 entre la primera y la segunda inmunizacion (dia 7 y dia 21 respectivamente),
lo cual alcanzo significacion estadistica en los grupos inmunizados con ACI-
24.044 (SAT42 encapsulado) y ACI-24.043 (SAT47 encapsulado).

Para evaluar la especificidad de union de los anticuerpos inducidos en

monos Cynomolgus, se determinaron las titulaciones de IgG con especificidad
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por oligdmeros patolégicos AB1-42 usando tecnologia de Meso Scale Discovery
(MSD) el dia 64 (1 semana después de la tercera inmunizacion) en suero
inmunizado con la vacuna ACI-24.046 (SAT44 encapsulado — 2 grupos con un
total de 8 monos), la vacuna ACI-24.045 (SAT43 encapsulado — 4 monos) o la
vacuna ACI-24.043 (SAT47 encapsulado — 4 monos). Se saturaron placas de
MSD con estreptavidina durante la noche con 5% del bloqueador A (MSD, Ref.
R93BA-4) a 4°C. Al dia siguiente, las placas se lavaron 4 veces con Tween 20 al
0,05%/PBS y se recubrieron con 25 ul del anticuerpo de captura biotinilado 6E10
(Biolegend, Ref. 803008) en PBS, a razon de 0,5 pyg/ml, durante 1 hora en un
agitador a 37°C. Después del lavado, las placas se incubaron con 25 pl de
oligobmeros AB1-42 (Adolfsson, 2012), a razén de 10 pg/ml en PBS, durante 1
hora a 37°C en un agitador. Las placas se lavaron y se incubaron con ocho
diluciones al medio de suero de mono (dilucion inicial: 1/50 en leche descremada
al 1%/Tween al 0,05%/PBS). Las muestras se incubaron durante 2 horas a 37°C
en un agitador. Se lavaron las placas 4 veces, se agregdé un anticuerpo de
deteccion anti-lgG humana marcado con SULFO-TAG (Jackson, Ref. 109-005-
098) y se diluy6 en leche descremada al 1%/Tween 20/PBS al 0,05% durante 1
hora a 37°C en un agitador. Después de 4 lavados, se agrego el amortiguador
de lectura MSD T 2X (MSD, Ref. R92TC-2) y se leyeron las placas durante 5
minutos. Los resultados se expresaron con relaciéon a diluciones en serie del
conjunto de monos usados como referencia.

En funcion de los resultados, se concluyé que todas las vacunas
evaluadas, ACI-24.046 (SAT44 encapsulado), ACI-24.043 (SAT47 encapsulado)
y ACI-24.045 (SAT43 encapsulado), indujeron un incremento en la cantidad de

anticuerpos capaces de reconocer oligdmeros AR en el dia 64 (1 semana
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después de la tercera inmunizacion comparado con el dia 1 (antes de la primera
inmunizacion); ver figura 5.
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A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y
cientificos usados en la presente tienen los mismos significados que suelen
darles aquellos versados en la técnica a los que concierne esta invencion. Todas
las publicaciones y las patentes mencionadas especificamente en la presente se
incorporan como referencia en su totalidad, para todos los propédsitos
relacionados con la invencion.

El alcance de la presente invencién no esta limitado por las formas de
realizacién especificas descriptas. De hecho, aquellos versados en la técnica
han de poder concebir diversas modificaciones a partir de la descripcion
precedente y las figuras adjuntas. Estas modificaciones han de quedar incluidas
dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Ademas, se considera que
todos los aspectos y las formas de realizacidon de la invencion descriptos en la
presente pueden aplicarse y combinarse ampliamente con cualquier otra forma
de realizacion consistente, incluyendo las tomadas de otros aspectos de la

invencion (aun de manera aislada), segun sea apropiado.

54



