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@ Resumen:

Uso de la SOD-3 para la inmunoterapia adyuvante contra
el cancer.

La presente invencién se refiere al uso de la Superoxido
Dismutasa 3 (SOD-3) como adyuvante en la inmunotera-
pia contra el cancer.



1 ES 2372397 Al 2

DESCRIPCION

Uso de 1a SOD-3 para la inmunoterapia adyuvante
contra el cdncer

La presente invencidn se refiere al uso de la Su-
peréxido Dismutasa 3 (SOD-3) como adyuvante en
la inmunoterapia, especialmente contra el cancer. La
presente invencion se enmarca en el sector farmacolé-
gico y biomédico de las enfermedades oncoldgicas y,
mas concretamente, se basa en la novedosa utilidad de
la superéxido dismutasa 3, extracelular, compuestos
miméticos de esta enzima o compuestos que aumen-
tan la expresion de SOD-3, para regular diferencial-
mente el trafico de distintos subtipos de leucocitos en
el parénquima tumoral.

Estado de la técnica anterior

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de ni-
trogeno (RNS), tales como el superdxido (O,7), el
peréxido de hidrégeno (H,O,), el radical hidroxilo
(OH™) y el peroxinitrito (NOO™), se han implicado en
multiples procesos fisiopatoldgicos como la inflama-
cion, el cancer, la arterosclerosis y el envejecimien-
to. Ya que las ROS producen roturas en el ADN,
las proteinas, los lipidos y los glicosaminoglicanos
(GAGs), el organismo ha desarrollado una serie de
mecanismos de defensa para protegerse del dafio pro-
ducido por un exceso de estas especies, generalmen-
te conocido como estrés oxidativo. Un elemento cen-
tral de estos mecanismos de defensa son las enzimas
antioxidantes entre las que se incluyen las catalasas,
la glutatién peroxidasa y las superéxido dismutasas
(SOD).

Las SOD son las enzimas que catalizan la conver-
sién de los radicales superéxidos en oxigeno molecu-
lar (O,) y H,O,. Hay tres isoenzimas de SOD en ma-
miferos funcionalmente relacionadas que se diferen-
cian en sus requerimientos de metales y localizacién
celular. En particular, la superéxido dismutasa extra-
celular (EC-SOD, SOD-3; EC: 1.15.1.1) es responsa-
ble de eliminar el super6xido generado en el espacio
extracelular. SOD-3 necesita de los iones de cobre y
zinc para su actividad enzimadtica y su estabilidad es-
tructural, respectivamente.

SOD-3 es una glicoproteina tetramérica de 135
kDa. La regiéon N-terminal de la proteina intervie-
ne en la estabilizacién del tetrdmero (Stenlund ez al.
1997. Protein Sci 6: 2350-2358). La regién C-termi-
nal contiene un grupo de aminodcidos cargados posi-
tivamente que permiten su interaccion con alta afini-
dad a heparina (Sandstrom et al. 1992. J Biol Chem
267: 18205-18209) y al coldgeno tipo I (Petersen et
al.2004. J Biol Chem 279: 13705-13710), lo cual per-
mite anclar esta metaloenzima a la superficie celular
y la matriz extracelular. Esta localizacién tan especi-
fica de SOD-3 sugiere que un papel de la enzima es
proteger elementos concretos de la matriz extracelu-
lar (MEC) del dafio producido por el estrés oxidativo
(Oury et al. 1994. Lab Invest 70: 889-898). También
se ha observado que la regién C-terminal puede pro-
cesarse proteoliticamente, generando formas de baja
afinidad para su unién a componentes de la MEC (Ol-
sen et al. 2004. J Biol Chem 279: 22152-22157). Di-
cho procesamiento afecta a la biodistribucién de la
proteina y puede por tanto constituir un mecanismo
adicional de regulacion. Finalmente, se ha sugerido
que SOD-3 puede existir en al menos dos conforma-
ciones diferentes, una activa y otra inactiva, en fun-
cién del patrén de puentes disulfuro generados duran-
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te el plegamiento de la proteina (Petersen et al. 2003.
Proc Natl Acad Sci USA 100: 13875-13880).

Debido a su papel en la detoxificacién de ROS y
RNS, SOD-3 se ha implicado en muiltiples procesos
fisiopatoldgicos. Asi se ha observado que la desloca-
lizacién o pérdida de actividad de SOD-3 contribuye
a la desregulacién de la vasodilatacién mediada por
6xido nitrico en enfermedades cardiovasculares (Fa-
raci y Didion 2004. Arterioscler Thromb Vasc Biol
24: 1367-1373). En diabetes, alteraciones en la mo-
dificacién por azicares de SOD-3 se ha asociado con
una disminucién en la afinidad por heparina y una pér-
dida de la funcién vascular (Adachi et al. 1992. Free
Radie Biol Med 13: 205-210). La sobre-expresion de
SOD-3 en ratones preserva la funcién cardiaca y dis-
minuye el tamafio del infarto en modelos de isquemia-
reperfusion (Nozik-Grayck et al. 2005. Int J Biochem
Cell Biol 37: 2466-2471). Ademas de su papel en en-
fermedades cardiovasculares, SOD-3 también se ha
implicado en la transicién de la circulacién fetal a la
adulta (Nozik-Grayck et al. 2000. Am J Physiol Lung
Cell Mol Physiol 279: L.977-984).

SOD-3 también tiene un importante papel en mo-
dular el dafio oxidativo, la inflamacién y la fibrosis
pulmonar (Oury et al. 2002. Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol 283: L'777-784). Se ha reportado que ra-
tones deficientes en SOD-3 sufren dafios pulmonares
por hiperoxia mds severos que los ratones silvestres
(Carlsson et al. 1995. Proc Natl Acad Sci U S A 92:
6264-6268), mientras que ratones transgénicos para
SOD-3 tienen respuestas mas atenuadas en tales con-
diciones (Folz et al. 1999. J Clin Invest 103: 1055-
1066). También se ha observado que SOD-3 atenta
la infiltracién de neutréfilos en pulmones por hiper-
oxia o tratamiento con lipopolisacarido (LPS) (Folz
et al. 1999. J Clin Invest 103: 1055-1066; Bowler et
al. 2002. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 282:
L719-726). Relacionado con la capacidad de dismi-
nuir la inflamacion, se ha comunicado que los rato-
nes deficientes en SOD-3 tienen sintomas mas severos
en modelos de artritis inducida por coldgeno (Ross et
al. 2004. Arthritis Rheum 50: 3702-3711), mientras
que la administraciéon de SOD-3 atenda dichos sinto-
mas (Iyama et al. 2001. Arthritis Rheum 44: 2160-
2167).

Respecto al papel de SOD-3 en céncer, se ha aso-
ciado el polimorfismo rs699473 de SOD-3 con un ma-
yor riesgo a padecer gliomas y meningiomas (Rajara-
man et al. 2008. Neuro Oncol 10: 709-715). SOD-3
se ha implicado en la regulacién de la proliferacion
y la capacidad invasiva de células tumorales in vitro
(Tanaka et al. 2001. Gene Ther 8: 149-156; Teoh et
al. 2009. Cancer Res 69: 6355-6363). Asi mismo, la
secrecion de SOD-3 por células musculares tras la in-
feccién con un adenovirus recombinante restringio el
crecimiento de células de melanoma en ratones singé-
nicos (Wheeler et al. 2003. Mol Cancer Res 1: 871-
881). También se ha demostrado que la sobre-expre-
siéon de SOD-3 en la piel ejerce un efecto protector
de la inflamacién e hiperplasia asociada al tratamien-
to con ésteres de forbol (Ha et al. 2006. BBRC 348
(2): 450-458), asi como una disminucién en el nime-
ro de tumores de piel formados como consecuencia
de tratamientos quimicos (Ha et al. 2006. BBRC 348
(2): 450-458; WO/2005/042583).

Por tanto, las evidencias acumuladas, aunque in-
directas, sugieren que SOD-3 puede actuar a nivel de
las células tumorales inhibiendo su crecimiento o ma-
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lignidad in vitro, asi como impidiendo la formacién
de tumores de piel in vivo. No obstante, hasta la fecha
no se ha descrito un papel de SOD-3 en la infiltra-
cién diferencial de subtipos especificos de leucocitos
en el parénquima tumoral, ni en su posible utilidad pa-
ra mejorar los tratamientos inmunoterapéuticos, mo-
tivo de la presente invencion.

Descripcion de la invencion

La presente invencidén proporciona una nueva so-
lucién para la mejora de la respuesta inmune. La pre-
sente invencioén describe la sorprendente utilidad de
una composicién farmacéutica que comprende una
Superéxido dismutasa extracelular como es la Supe-
réxido dismutasa 3 (SOD-3) para mejorar la respuesta
inmune de enfermedades como el cdncer o enferme-
dades infecciosas.

Los inventores han demostrado que la sobre-
expresion de SOD-3 en el microambiente tumoral
aumenta el nimero de linfocitos T citotéxicos y que
el aumento en los niveles de SOD-3 favorece la elimi-
nacién de células tumorales por parte de células del
sistema inmune. En base a esto, SOD-3 o compuestos
miméticos de su actividad o compuestos que aumen-
ten la expresion de SOD-3, pueden ser ttiles para la
elaboracién de nuevas composiciones farmacéuticas
para la profilaxis y la inmunoterapia del cdncer.

Por tanto, la presente invencion se refiere al uso
de una composicién farmacéutica que comprende una
Superéxido dismutasa extracelular para preparar un
medicamento destinado a inmunoterapia. En una rea-
lizacién preferida, la Superéxido dismutasa extrace-
lular es la Superéxido Dismutasa 3 (SOD-3).

El término “inmunoterapia”, tal y como se emplea
en la presente descripcion, se refiere al conjunto de es-
trategias destinadas a inducir, estimular o deprimir el
sistema inmune. La inmunoterapia destinada a activar
el sistema inmune se emplea especialmente frente al
céncer y frente a enfermedades infecciosas, mientras
que la inmunoterapia destinada a deprimir el sistema
inmune se emplea en casos de autoinmunidad o aler-
gias.

En una realizacién preferida, la inmunoterapia
comprende el aumento en el nimero de linfocitos
CDS8+ citotéxicos (CTL). El nimero de CTL, puede
verse aumentado en sangre, en los ganglios linfati-
cos o en cualquier tejido del cuerpo, pudiendo ser éste
un tejido tumoral o un tejido infectado. Los linfocitos
son un tipo de leucocito o glébulo blanco del siste-
ma inmune y se dividen en distintos tipos que actian
de distinta forma. Los linfocitos T se producen en el
timo y son los responsables de la respuesta inmune
celular. Dentro de los linfocitos T, los linfocitos T ci-
totéxicos se encargan de eliminar las células infecta-
das o células tumorales y se caracterizan por exhibir
en su superficie celular una glicoproteina denominada
CD8, por lo que también se les conoce como linfoci-
tos CD8+.

En una realizacién preferida, la inmunoterapia
comprende la disminucién del niimero de células mie-
loides. El nimero de células mieloides puede verse
disminuido en sangre, en los ganglios linfaticos o en
cualquier tejido del cuerpo, pudiendo ser éste un teji-
do tumoral o un tejido infectado. En la presente des-
cripcion, el término “células mieloides” se refiere a
las células del linaje mieloide, y particularmente a fa-
gocitos que son circulantes y sélo entran en los te-
jidos en situaciones de inflamacién, donde se com-
portan como macréfagos, que generalmente inhiben
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la funcién efectora de los linfocitos T y favorecen el
crecimiento tumoral.

En una realizacién preferida, la inmunoterapia
comprende el aumento de la diapédesis de los linfoci-
tos citotdxicos. En otra realizacién preferida, la inmu-
noterapia comprende la disminucidn de la diapédesis
de las células mieloides. En la presente descripcion, el
término “diapédesis” se refiere a la salida de los lin-
focitos del torrente sanguineo, es decir, a su extrava-
sacion a través de las células endoteliales que forman
dichos vasos, a un tejido.

En una realizacién preferida, la inmunoterapia
es una inmunoterapia adyuvante contra el cédncer.
Preferiblemente, dicha inmunoterapia comprende el
aumento de la eliminacién de las células cancerosas
por parte de los linfocitos citotéxicos. En la presente
descripciodn, el término “adyuvante” se refiere a una
sustancia que modifica el efecto terapéutico de una
composicion farmacéutica. En este caso, la composi-
cion farmacéutica se emplea para el tratamiento del
cancer. Preferiblemente, el cancer es de origen hema-
topoyético. El término “hematopoyético” hace refe-
rencia al tipo de cancer y a que proviene de células de
la sangre. Més preferiblemente, el cancer es un linfo-
ma, que es un tumor sélido hematolégico. Atn mas
preferiblemente, es un linfoma timico.

En otra realizacién preferida, la inmunoterapia es
una inmunoterapia adyuvante contra una enfermedad
infecciosa.

En una realizacién preferida, la administracion es
oral. En otra realizacién preferida, la administracién
es parenteral. La administracién parenteral es aquella
que se realiza a través de una inyeccién o infusién.
Algunos ejemplos de administracion parenteral son la
inyeccion subcutdnea, intravenosa o intramuscular.

En una realizacion preferida, el medicamento ade-
mds comprende al menos un excipiente farmacéutica-
mente aceptable. Un excipiente es un componente de
una composicién farmacéutica que no es un compues-
to activo sino un diluyente, un vehiculo o un relleno,
entre otros, que se considera farmacéuticamente acep-
table cuando es seguro, no es t6xico y no presenta
efectos adversos.

En una realizacién preferida, el medicamento se
administra como terapia combinada. Preferiblemente,
dicha terapia combinada se lleva a cabo con un farma-
co quimioterapéutico. Ejemplos de formacos quimio-
terapéuticos son compuestos citotéxicos como las an-
tracilinas, daunorubicina, adriamicina, derivados de
docetaxel, alcaloides de la vinca, vincristina, carmus-
tina, cisplatino, fluorouracilos, compuestos citostati-
cos como los inhibidores de poliamina, tamoxifeno,
prodasona o sandostatina, o compuestos que inducen
la apoptosis como el butirato sédico o la mitomici-
na C, antibiéticos como las penicilinas, betalactami-
nas, cefalosporinas, ciclinas, aminoglucésidos, ma-
crélidos o sulfamidas, o anitivirales como el AZT, in-
hibidores de proteasas o aciclovir, retrovir o foscarnet.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones
la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden
excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, compo-
nentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros
objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de
la préctica de la invencion. Los siguientes ejemplos y
dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y no
se pretende que sean limitativos de la presente inven-
cién.



5 ES 2372397 Al 6

Descripcion de las figuras

Figura 1. Muestra la eficacia de SOD-3 en la ac-
tivacion de la respuesta citotoxica contra las célu-
las tumorales y la consecuente reduccion en el tama-
fio tumoral. A. Las células OT1 (linfocitos CD8+) en
presencia de SOD-3 son capaces de eliminar mas efi-
cazmente las células tumorales y reducir el volumen
del tumor. B. Las células OT1 (linfocitos CD8+) en
presencia de SOD-3 son capaces de eliminar mas efi-
cazmente las células tumorales y reducir el peso del
tumor. C. En presencia de SOD-3 hay un mayor nu-
mero de células OT1 que infiltran el tumor.

Figura 2. Muestra que la eficacia de SOD-3 en la
activacion de la respuesta citotoxica contra las cé-
lulas tumorales y la consecuente reduccion en el ta-
mario tumoral es independiente de la fuente de SOD-
3. A. Las células OT1 (linfocitos CD8+) son capaces
de eliminar mas eficazmente las células tumorales y
reducir el volumen del tumor en presencia de SOD-
3 expresada por células endoteliales 1g11. B. Las cé-
Iulas OT1 (linfocitos CD8+) son capaces de eliminar
mads eficazmente las células tumorales y reducir el pe-
so del tumor en presencia de SOD-3 expresada por
células endoteliales 1g11.

Figura 3. Muestra que la presencia de SOD-3
aumenta la presencia de células linfoides, pero no la
de células mieloides. A y B. La presencia de SOD-3
aumenta la migracién de células linfoides pero no la
de células mieloides en ensayos in vitro. C 'y D. La
presencia de SOD-3 aumenta la adhesion de las cé-
lulas linfoides pero no la de células mieloides a las
células endoteliales en ensayos in vitro.

Figura 4. Muestra que la presencia de SOD-3
aumenta la infiltracion de células linfoides pero no la
de células mieloides en el tejido tumoral en ensayos
in vivo.

Ejemplos

A continuacion se ilustrard la invencién mediante
unos ensayos realizados por los inventores, que pone
de manifiesto la especificidad y efectividad del uso de
la Superéxido Dismutasa 3 (SOD-3) como adyuvante
en la inmunoterapia contra el cancer.

Materiales y Métodos

Ratones

Los ratones CS57BL/6]J y OT1 (C57BL/6-Tg
(TcraTerb) 1100Mjb/J) y (C57BL/6-Tg (CAG-
EGFP)) se adquirieron en Jackson Laboratories. Los
ratones OT1 contienen insertos para los genes del re-
ceptor de células T (TCR)-Va2 y TCR-Vg5. El recep-
tor transgénico se disefi6 para reconocer el péptido de
ovalbimina (OVA) que contiene los residuos 257-264
en el contexto del MHC de clase I H2K®. Los rato-
nes C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) expresan la proteina
verde fluorescente (EGFP o GFP) bajo el control del
promotor de la S-actina de pollo (CAG). Todos los ex-
perimentos que implicaron el uso de animales fueron
supervisados por el Comité de Etica del CNB (CSIC,
Madrid) y se llevaron a cabo segtin la normativa de la
Unién Europea.

Lineas celulares

La linea celular EG7 (ATCC, CRL-2396) es un
linfoma timico que expresa ovalbiimina. Esta linea se
crecié en medio RPMI suplementado con 10% sue-
ro de ternera fetal (STF), L-glutamina, antibiéticos y
B-mercaptoetanol. La linea endotelial 1g11 (Garlan-
da et al. 1994. Proc Natl Acad Sci USA 91: 7291-
7295) fue aislada de pulmén de ratén, y se cultiv
en placas recubiertas con 1% gelatina en un medio
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de cultivo DMEM suplementado con 20% FCS, L-
glutamina, piruvato sédico, aminodcidos no esencia-
les, ECGS (del inglés “endothelial cell growth sup-
plement”), heparina y antibiéticos. Con objeto de so-
bre-expresar SOD-3 de ratén en las dos lineas celula-
res, se obtuvieron particulas retrovirales con el ADN
que codifica para SOD-3 de ratén (Open Biosystem)
y las correspondientes particulas control utilizando un
plasmido bicistrénico que contiene el ADN que codi-
fica para el marcador fluorescente GFP. Las células se
transdujeron con ambos tipos de particulas y se selec-
cionaron por citometria de flujo aquellas células con
una emision intensa de fluorescencia.

Experimentos de formacion de tumores

Las células EG7 control o sobre-expresando SOD-
3 de ratén se utilizaron para inducir tumores subcuta-
neos. Se inocularon 5 x 10° células subcutdneamente
en el flanco derecho de ratones C57BL/6J. En el caso
de inocular células EG7 y 1gl1 simultineamente, se
mezclaron en una relacién 4:1. A los 3 dias se trasfi-
rieron 10 x 10° células CD8" aisladas de los ratones
OT1 por inyeccién intravenosa. Un grupo de ratones
permanecio sin tratar y se consideré el grupo control.
El crecimiento de los tumores se monitoriz6 cada 2
6 3 dias. El volumen se estimé a partir de la medi-
da del ancho (a) y la longitud (b) de la masa tumoral
efectuada con un calibre y aplicando la férmula (a2
x b)/2. A los 17 dias tras la transferencia adoptiva,
los ratones se sacrificaron y los tumores extirpados
fueron pesados. Las muestras tumorales fueron repar-
tidas en fragmentos equivalentes y almacenadas ade-
cuadamente para su utilizacién posterior.

Andlisis del infiltrado de tumores

Los tumores producidos por inyeccién de las cé-
lulas EG7 se disgregaron mecanicamente con obje-
to de marcar las poblaciones celulares leucocitarias.
Las células OT1 en estos tumores se localizaron por
el mareaje con los anticuerpos Va2 (clon B20.1, Phar-
migen), CDS8 (clon 53-6.7, eBiosciences), VS5 (clon
MR9-4, Pharmigen), seguido de una segunda incuba-
cién con Avidina-APC (Beckman Coulter). Se iden-
tificaron las células transferidas adoptivamente co-
mo las que expresan simultdneamente los marcado-
res Va2, VB5 y CDS8. Los mareajes se analizaron
en un citémetro Cytomics FC500 (Beckman Coul-
ter) o en un citdémetro BD LSRII System (Becton
Dickinson).

Purificacion de células mieloides y linfoides

Se purificaron células CD3+ o CDI11b+ a par-
tir de bazo de ratones C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) o
C57BL/6] por seleccion negativa usando bolas mag-
néticas tapizadas con anticuerpos de oveja anti-IgG
de rata (Dynabeads, Invitrogen). Después de bloquear
los esplenocitos con IgG murina durante 10 minutos a
4°C, las células se incubaron durante 20 minutos a 4°C
con anticuerpos de rata anti-CD19 de ratén (clon 1D3,
BD Pharmingen) y anti-CD11 de ratén (clon M1/70,
BD Pharmingen) para obtener las células CD3+, o con
los anticuerpos anti-CD19 de rat6n y anti- CD3 de ra-
tén (clon 17A2, BD Pharmingen) para la purificacién
de las células CD11b+. En todos los casos se afiadie-
ron las bolas magnéticas, se incubaron durante 30 mi-
nutos a A- C y se seleccionaron aquellas células que
no quedaron unidas, que se utilizaron sin marcar (las
procedentes de los ratones CAG-EGFP) o marcadas
con el colorante vital CMTMR (C2927, Invitrogen)
en los ensayos de adhesion y migracién celular subsi-
guientes.
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Ensayos de migracion en transwell

La migracién se llev a cabo en pocillos transwell
de 3 um de poro (Costar) recubiertos previamente con
células endoteliales 1g11 (1 x 10%). En una primera
serie de experimentos, las células 1g11 fueron pretra-
tadas durante 14 horas a 37°C con el medio condicio-
nado por las células tumorales N202.1A (N202.1A-
mock (sin modificar)) o con el medio condicionado
por las células N202.1A que sobre-expresan SOD-3
(N202.1A-SOD-3). Tras una etapa de lavado, se afia-
dieron 10° células CD3+ o CD11b+ purificadas (ver
arriba) al pocillo superior del transwell y el pocillo
inferior se rellené con 600 ul de medio de cultivo
con 10% de STF como quimioatrayente. Tras 3 ho-
ras de incubacién a 37°C, se analizd por citometria
de flujo el nimero de células que migraron al pocillo
inferior.

En una segunda serie de experimentos, se tapiza-
ron los transwell con las células 1g11-SOD-3 y 1g11-
GFP, sobre las que afiadieron 1 x 10° células CD3+
purificadas. En este caso se us6 CCL19 como qui-
mioatrayente y el nimero de células que migraron al
pocillo inferior se analizé por citometria de flujo tras
3 h de incubacion.

Ensayos de adhesion

En un primer experimento, las células endotelia-
les 1gl1 (2 x 10°) se sembraron sobre la superficie
de portaobjetos divididos en 8 pocillos (Lab-Tek II
Chamber Slide System, Nunc) previamente tapizados
con gelatina, y pretratados con los medios condicio-
nados N202.1 A-mock y N202.1A-SOD-3. Tras eli-
minar el medio condicionado, se afiadieron 10° cé-
lulas CD3+ y CD11b+ obtenidas a partir de esple-
nocitos de ratones C57BL/6-Tg (CAG-EGFP) como
se describié anteriormente. A los tiempos indicados,
las células no adheridas se retiraron mediante 2 lava-
dos con tampdn fosfato y las que permanecieron ad-
heridas se fijaron con 4% formaldehido durante 10
minutos a 20°C. Los portaobjetos se montaron con
Vectashield (Vector Laboratories) conteniendo DA-
PI para tefiir los nicleos y se examinaron en un mi-
croscopio de fluorescencia Leica con un aumento de
200x.

En un segundo experimento, las células CD3+
y CDI11b+ aisladas a partir de bazos de ratones
C57BL/6 se marcaron con el colorante vital CMTMR
y se depositaron sobre portaobjetos sembrados con
células 1g11-GFP y 1g11-SOD-3. A los tiempos in-
dicados, las células no adheridas se lavaron y las ad-
heridas se procesaron como se indicé anteriormente.
En todos los casos, las imagenes adquiridas se pro-
cesaron con el programa NIH-ImageJ para cuantificar
el nimero de células negativas para GFP o positivas
para CMTMR. Las imdgenes se transformaron a una
escala de 8 bits, después se eliminé el ruido de fondo
y se obtuvo el niimero de particulas automdticamente.
Ejemplo 1
SOD-3 aumenta la eficacia de la inmunoterapia con
linfocitos CD8+ especificos contra antigenos tumora-
les

La identificacién de antigenos asociados a célu-
las tumorales ha revitalizado la generacion de terapias
anti-tumorales basadas en el sistema inmune. Dichas
estrategias inmunoterapéuticas requieren la induccion
de una inmunidad efectiva de linfocitos T. Los linfoci-
tos T CD8+, también llamados citotéxicos (CTL), se
han mostrado efectivos para eliminar tumores sélidos
tanto en humanos como en modelos experimentales
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murinos (Hanson et al. 2000. Immunity 13: 265-276;
Rosenberg 2001. Nature 411(6835): 380-384; Bois-
sonnas et al. 2007. J Exp Med 204: 345-356). No obs-
tante, una limitacién importante de la inmunoterapia
contra el cancer es asegurar que el nimero de CTL
que infiltran el tumor sea suficientemente elevado pa-
ra eliminar las células neopldsicas en el ambiente in-
munosupresor creado por las células malignas y las
células immunosupresoras presentes en el microam-
biente tumoral (Rosenberg 2001. Nature 411 (6835):
380-384).

Andlisis de la eficiencia de eliminacion de tumo-
res por los CTL

Se realizaron experimentos de transferencia adop-
tiva de células CD8+ purificadas de ratones OT1. Los
ratones OT1 son transgénicos para un receptor de cé-
lulas T (TCR) Va2/Vp5 especifico para el péptido de
OVA que comprende los aminodcidos 257-264. Por
tanto, tras su activacion, las células OT1 son capaces
de promover una respuesta citotoxica capaz de elimi-
nar las células tumorales EG7, que expresan OVA co-
mo antigeno tumoral (Boissonnas et al. 2007. J Exp
Med 204: 345-356).

Asf, se generaron tumores subcutdneos con las cé-
lulas EG7-mock y EG7-SOD-3 en ratones inmuno-
competentes y, cuando estos alcanzaron los 2-3 mm?®,
se transfirieron células OT1 naive (que no han sido
activadas por el antigeno previamente) por via intra-
venosa. El crecimiento de los tumores (medido como
el volumen tumoral) se monitorizé durante los dias
subsiguientes.

La transferencia adoptiva de células OT1 redujo el
ritmo de crecimiento de los tumores EG7 en todos los
casos. Sin embargo, esta disminucién inducida por las
células OT1 fue significativamente mayor en el caso
de los tumores EG7-SOD-3 (Fig. 1A). Dos de los diez
ratones con tumores EG7-SOD-3 transferidos con cé-
Iulas OT1 experimentaron una regresion total del tu-
mor, mientras que dicha regresién no se observé en
ninguno de los tumores EG7-mock transferidos con
las células OT1.

El peso de los tumores tras el sacrificio demos-
tr6 también el menor tamafio de los tumores EG7-
SOD-3 transferidos con las células OT1 (Fig. 1B). Es-
te menor tamafio de los tumores EG7-SOD-3 corre-
laciond positivamente con una mayor infiltracién de
células OT1, en comparacién con los tumores EG7-
mock transferidos con OT1 (Fig. 1C). Por lo tanto,
estos resultados indican que el aumento de los nive-
les de SOD-3 en el ambiente tumoral favorece la in-
filtraciéon de CTL anti-tumorales y por tanto mejora
la eficacia de la transferencia adoptiva contra dichos
tumores.

También se generaron tumores subcutidneos con
una mezcla de células EG7 y células 1g11 que expre-
san o no SOD-3. Cuando estos tumores alcanzaron
los 2-3 mm?® se realizo la transferencia adoptiva de
células OT1. Las células OT1 redujeron mds eficien-
temente el crecimiento de los tumores que contenian
las células 1g11-SOD-3, que de aquellos que conte-
nian las células 1g11-GFP (Fig. 2A). Esto mismo se
verificé por el menor peso de los tumores en el grupo
de ratones que tenian los tumores EG7 + 1g11-SOD-
3 transferidos con células OT1 (Fig. 2B). Estos resul-
tados indican que el aumento de los niveles de SOD-3
es relevante para aumentar la eficacia de la transferen-
cia adoptiva, independientemente de la fuente celular
que produzca SOD-3.
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Ejemplo 2
SOD-3 regula diferencialmente la transmigracion de
células mieloides y linfoides in vitro

Se analizé la relevancia funcional de expresar
SOD-3 en las células tumorales. Se analizé cémo los
niveles de SOD-3 regulan la migracion de células lin-
foides (CD3+) y mieloides (CD11b+) en ensayos tipo
transwell in vitro. En este tipo de ensayos, se analiza
la capacidad de las células motivo de estudio, situadas
en la camara superior del franswell, para transmigrar
a través de una membrana porosa en respuesta a una
molécula quimioatrayente. Para simular la situacién
in vivo, se crecié una monocapa de células endote-
liales de ratén 1gl1 sobre la membrana porosa. Las
células 1g11 se pretrataron durante 12 h con el medio
condicionado de células N202.1A, una linea de ade-
nocarcinoma de mama derivada de un tumor FVB-Tg
(MMTV-neu) (Nanni, Pupa et al. 2000. Int J Cancer
87(2): 186-194), que sobre-expresan o no la SOD-3
murina. De esta forma, las células 1g11 se encuentran
expuestas a distintos ambientes ricos o no en SOD-
3. Finalmente se depositaron sobre esta monocapa las
células CD3+ o CD11b+ purificadas de bazo por se-
leccién negativa con anticuerpos especificos acopla-
dos a bolas magnéticas. Tres horas después se anali-
76 el nimero de células CD3+ o CD11b+ que habian
transmigrado frente a un medio con 10% de suero fe-
tal de ternera como fuente de quimioatrayente.

La migracién especificamente de las células
CD3+ aument6 de forma significativa en presencia de
SOD-3, comparada con el medio condicionado de las
células N202.1A-mock (Fig. 3A). Por el contrario, el
nimero de células mieloides CD11b+ en el pocillo
inferior no vari6 en presencia o ausencia de SOD-3.
Estos resultados indican que la exposicion de las cé-
lulas endoteliales a altos niveles de SOD-3 favorece la
diapédesis de los linfocitos T, pero no de las células
mieloides.

También se realizaron experimentos de migracién
en transwell usando una monocapa de células 1g11-
GFP o 1g11-SOD-3. En estas condiciones, las propias
células endoteliales producen o no SOD-3. Se analiz6
la migracién de células CD3+ o CD11b+ a través de
estas monocapas usando como quimioatrayentes las
quimioquinas CCL19, que induce la migracién espe-
cifica de células CD3+ naive, y CCL2, un quimioa-
trayente para células mieloides. De nuevo se observd
un aumento en la migracién de linfocitos CD3+ cuan-
do las células endoteliales sobre-expresaban SOD-3,
mientras que la migracién de células CD11b+ dirigi-
da por CCL2 no vari6 por la presencia de SOD-3 (Fig.
3B). Estos resultados demuestran un papel directo de
SOD-3 en la transmigracién de linfocitos T (CD3+).
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El proceso de transmigracion implica la adhesion
firme de los leucocitos a las células endoteliales, en
un proceso mediado por la comunicacién cruzada en-
tre quimioquinas e integrinas. Se analiz6é si SOD-3
podria afectar diferencialmente a la interaccién en-
tre las células CD3+ o CD11b+ y las células endo-
teliales. Para ello, se pretrataron las células endote-
liales 1g11 con el medio condicionado de las células
N202.1A-mock o N202.1A-SOD-3 vy, tras retirar di-
chos medios condicionados, se afiadieron las células
CD3+ o CD11b+ purificadas de un ratén transgénico
para la proteina verde fluorescente (GFP). Tras distin-
tos tiempos de incubacién, se lavaron las monocapas
dos veces y se determiné el nimero de células ver-
des, correspondientes a las células CD3+ o CD11b+
procedentes del raton GFP, que se habian quedado ad-
heridas.

La presencia de SOD-3 en el medio condicionado
de las células N2021.A favoreci6 especificamente la
adhesion de las células CD3+ (Fig. 3C).

Los ensayos de adhesion se repitieron usando las
células 1g11-GFP y 1g11-SOD-3. En esta ocasion se
usaron células CD3+ o CD11b+ aisladas de un ratén
normal, y se marcaron ex vivo con el colorante ro-
jo fluorescente CMTMR. A los tiempos indicados se
lavaron las monocapas y se determind el nimero de
células rojas que permanecian adheridas. Se observé
que la sobre-expresion de SOD-3 por las células en-
doteliales aumenté significativamente (p<0,05, test #-
Student 2 colas) la adhesion de las células CD3+ a los
tiempos estudiados, mientras que no afect6 a la adhe-
sién de las células CD11b+ (Fig. 3D).

Ejemplo 3
SOD-3 regula diferencialmente la transmigracion de
células mieloides y linfoides in vivo

Se analiz6 si el aumento de los niveles de SOD-
3 en el ambiente tumoral podria regular la infiltracién
diferencial de linfocitos al tumor in vivo. Para ello,
se indujo la expresion ectopica de SOD-3 en células
EG7. Las células EG7-mock y EG7-SOD-3 se utiliza-
ron para inducir tumores subcutdneos en ratones sin-
génicos. Dos dias después, los ratones fueron sacrifi-
cados y se cuantificaron las células CD3+ (linfocitos
T) y las células CD11b+ (mieloides) que habian infil-
trado el tumor mediante citometria de flujo con anti-
cuerpos para marcadores especificos. Se encontré un
nimero significativamente mayor de linfocitos T en
el parénquima de los tumores EG7-SOD-3 que en los
EG7-mock (Fig. 4). Por el contrario, no se observaron
cambios en el niimero de células mieloides que infil-
traron dichos tumores (Fig. 4). Por lo tanto, SOD-3
favorece la adhesion y diapédesis especificamente de
los linfocitos T tanto in vitro como in vivo.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una composicién farmacéutica que com-
prende una Superdxido dismutasa extracelular para
preparar un medicamento destinado a inmunoterapia.

2. Uso segtn la reivindicacién anterior donde la
Superéxido dismutasa extracelular es la Superdxido
Dismutasa 3 (SOD-3).

3. Uso segiin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores para preparar un medicamento para inmu-
noterapia adyuvante contra el cancer.

4. Uso segtin la reivindicacién anterior donde el
céancer es de origen hematopoyético.

5. Uso segtn cualquiera de las dos reivindicacio-
nes anteriores donde el cdncer es un linfoma.

6. Uso segtn cualquiera de las tres reivindicacio-
nes anteriores donde el cancer es un linfoma timico.

7. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1
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a 2 para preparar un medicamento destinado a inmu-
noterapia contra una enfermedad infecciosa.

8. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores caracterizado porque la administracion es
oral.

9. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 7 caracterizado porque la administracion es paren-
teral.

10. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores donde el medicamento ademds comprende
al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

11. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores caracterizado porque se administra como
terapia combinada.

12. Uso segtin la reivindicacion anterior donde la
terapia combinada se lleva a cabo con un farmaco qui-
mioterapéutico.
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Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-12

1-12

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031015

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 US 20040001818 Al (BETH ISRAEL DEACONESS MEDICAL 01.01.2004
CENTER INC))
D02 JP 2003-183176 A (WELLNESS MOVEMENT KK; COMBI CO; 03.07.2003
KYOWA ENG; SUNDORY KK; IZOSESRU SA)

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencién, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-12, es el uso de una composicion farmacéutica que
comprende una superoxido dismutasa extracelular (SOD3 o EC-SOD) para preparar un medicamento destinado a
inmunoterapia. Dicho medicamento se destina a inmunoterapia adyuvante contra el cancer y a inmunoterapia contra
enfermedades infecciosas.

Novedad y Actividad Inventiva

El documento DO1 divulga métodos y composiciones para la inhibicion de la angiogénesis, la migracion de células
endoteliales o la proliferacion de dichas células endoteliales (ver parrafos [0008], [0009], [0012], [0014], [0015], [0017] y
[0018]). Las composiciones que divulga contienen inhibidores de la NADPH oxidasa como la superéxido dismutasa (ver
parrafos [0020], [0021], [0043], [0044] y [0053]). Los métodos y composiciones divulgados son para el tratamiento de
enfermedades relacionadas con procesos de angiogénesis, como cancer y diversos tipos de tumores (ver parrafos [0022] y
[0056]). Este documento también divulga la posibilidad de usar dichos métodos y composiciones en combinacién con otras
composiciones 0 métodos para el tratamiento de dichas enfermedades, como por ejemplo con quimioterapia (ver péarrafos
[0058] y [0068]). La administracién de las composiciones divulgadas puede ser oral o parenteral entre otras (ver parrafo
[0059]).

La invencién definida en las reivindicaciones 1-3 y 8-12 no difiere de la técnica conocida descrita en el documento D01 en
ninguna forma esencial, ya que aunque las composiciones divulgadas en el documento D01 se refieren a la inhibicion de la
angiogénesis, de forma particular, y no a una inmunoterapia de forma mas general, el resultado es el mismo, el uso de una
composicién que contiene EC-SOD para el tratamiento del cancer. Por lo tanto, la invencién segun las reivindicaciones 1-3 y
8-12 se considera obvia para un experto en la materia. Por consiguiente, la invencion segun las reivindicaciones 1-3 y 8-12
no se considera que implique actividad inventiva.

En cuanto a las reivindicaciones 4-7, el documento DO1 se considera el mas proximo del estado de la técnica, y, como ya se
ha indicado, divulga la relacién ya conocida entre las enzimas superéxido dismutasa y las enfermedades relacionadas con el
estrés oxidativo, como el cancer. La diferencia entre el documento DO1 y el objeto de la invencién segun las reivindicaciones
4-7, esta en las enfermedades que pueden ser tratadas con la composicién de la invencién, que son un cancer
hematopoyético, concretamente un linfoma, y mas concretamente un linfoma timico y enfermedades infecciosas. Sin
embargo, esta diferencia ya esta divulgada en el documento D02 que divulga una composiciéon estimuladora del sistema
inmune para prevenir y tratar varias enfermedades inmunolégicas y enfermedades infecciosas. La compaosicién contiene
beta-glucano, superéxido dismutasa , lipidos y proteinas, como ingredientes activos. Entre las enfermedades que se pueden
prevenir y tratar con esta composicion, se incluyen distintos tipos de cancer como linfomas y leucemia y enfermedades
infecciosas.

Por lo tanto, a partir de los documentos del estado de la técnica, seria obvio para un experto en la materia utilizar una
composicién que comprenda una superoxido dismutasa para preparar un medicamento destinado a tratar las enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo, como son el cancer y enfermedades infecciosas. Por consiguiente, las reivindicaciones
4-7 se considera que no implican actividad inventiva.

De acuerdo con las argumentaciones anteriormente establecidas, se considera que la invencion tal y como se recoge en las
reivindicaciones 1-12 aunque nuevas segun el art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes, no se considera que implique
actividad inventiva tal y como establece el art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes.
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