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DESCRIPCION
Composicion inmunomoduladora que contiene una fraccion de particulas de lisados bacterianos mecanicos

Ambito de la invencion

La presente invencion se refiere a preparaciones bacterianas antigénicas y composiciones farmacéuticas inmunes
que contienen fracciones de particulas de lisados bacterianos mecanicos y métodos para su obtencion preparacion.

Estado de la técnica

En el estado de la técnica se conocen composiciones inmunomoduladoras de de diferentes tipos, p.ej. composicio-
nes que contienen endotoxinas LPS, o el bacilo de Calmette-Guérin (BCG), que es una cepa atenuada del Mycobac-
terium tuberculosis, o los RNA de doble hebra (DS-RNA) o, finalmente, composiciones inmunomoduladoras que
contienen lisados bacterianos. Los inconvenientes de los tres primeros tipos de composiciones guardan una relaciéon
directa con la seguridad, de hecho las LPS pueden utilizarse solamente “in vitro”; el BCG, aunque se emplea en la
terapia humana, ha provocado varios casos de enfermedades infecciosas llamadas BGCitis y el DS-RNA no puede
utilizarse en personas humanas debido a su alto potencial toxicoldgico y oncogénico.

Los lisados bacterianos solubles obtenidos por tratamiento alcalino, por ejemplo el producto comercial Bronco-
vaxon®, son también conocidos en el estado de la técnica. Las composiciones bacterianas de este tipo carecen de
moléculas intactas capaces de interaccionar con los receptores de tipo TOLL expresados en células de macréfagos
y, por consiguiente, en las células precursoras de dendritas. De hecho, la maduracion de las células dendriticas
depende también de la interaccién de dichos receptores con estructuras superficiales de bacterias patdgenas.

Las composiciones inmunomoduladoras divididas en particulas se conocen también en el estado de la técnica. Son
composiciones bacterianas polivalentes que contienen fracciones de lisados mecanicos divididas en particulas de

diferentes cepas bacterianas. Se dispone de productos comerciales, por ejemplo el Ismigen®, Immubron®, que
contienen una mezcla de escombros obtenidos por fragmentacion mecanicas de bacterias especificas: Staphylococ-
cus aureus, Klebsiella pneumoniae - ozaenae, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus
pyogenes - viridans, Neisseria catarrhalis. En el documento FR 2307542A se describe una composicién inmunoesti-
mulante que contiene lisados mecanicos de 6 bacterias. En la terminologia mas reciente, el Diplococcus pneumo-
niae y la Neisseria catarrhalis se denominan también Streptococcus pneumoniae y Moraxella catarrhalis, respecti-
vamente.

Sin embargo, las composiciones que contiene material de tantas cepas bacterianas son dificiles de producir y no
estan exentas de problemas en relacién a la estandarizacion de la produccion, la estandarizaciéon del régimen de
administracion y la consistencia de los efectos obtenidos. Ademas, aunque los compuestos conocidos ya despliegan
una considerable actividad inmunoestimulante, tienen una actividad predeterminada definida, que no permite flexibi-
lidad alguna en la adaptacidn del efecto a las necesidades clinicas especificas. El estado de la técnica, por tanto,
mantiene varias necesidades sin resolver en lo que respecta a las inmunocomposiciones del tipo antes mencionado;
entre ellas, la necesidad de proporcionar composiciones que puedan producirse y estandarizarse con mayor facili-
dad; y la necesidad de proporcionar productos inmunomoduladores incluso mas eficaces, capaces de estimular o de
inhibir la respuesta inmune, pero sobre todo capaces de adaptarse a cualquier necesidad clinica especifica, siendo
por tanto idéneos para un tratamiento personalizado.

Resumen de la invencion

La presente invencion resuelve todos los aspectos de los problemas recién mencionados proporcionando composi-
ciones polivalentes que contengan fracciones de particulas de lisados obtenidos por lisis mecanica de diferentes
especies bacterianas, un método para seleccionar dichas especies bacterianas y un método para preparar dichas
composiciones. Estas composiciones poseen inmunoestimulacion o actividad inmunomoduladora, en el sentido de
que inducen la maduracion de células dendriticas inmaduras.

Por consiguiente es objeto de la presente invenciéon un método para seleccionar las bacterias 0 una combinacion de
bacterias adecuadas para preparar inmunocomposiciones que contengan fracciones de lisados obtenidos por lisis
mecanica divididas en particulas de tales bacterias para el tratamiento personalizado de los pacientes, que consta
de los pasos siguientes:

seleccionar las bacterias o combinaciones de bacterias de los géneros siguientes: Staphylococcus, Klebsiella, Diplo-
coccus, Haemophilus, Streptococcus, Neisseria,

determinar el nivel de expresion de los cuatro marcadores de membrana: DC80, DC83, DC86 y HLA-II inducidos por
cada bacteria o combinacion de bacterias en células dendriticas inmaduras;

calcular para cada bacteria o combinacion de bacterias la puntuacién acumulada, que es la suma de las cantidades
de los cuatro marcadores expresados,

confeccionar el listado de todas bacterias o combinacion de bacterias aumentando las puntuaciones acumuladas,
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con lo cual: cuanto mayor sea la puntuacion acumulada, tanto mayor sera el efecto de inmunoestimulacion.

Un segundo objeto de la invencion es la inmunocomposicion para utilizar en el immunotratamiento médico, que
contiene las fracciones de lisados obtenidas por lisis mecanica de las bacterias o combinaciones de bacteria selec-
cionadas, divididas en particulas. La inmunocomposicién estimuladora de la maduracion de células dendriticas
inmaduras que contiene las fracciones de lisados obtenidas por lisis mecanica de bacterias, divididas en particulas,
de cinco géneros o menos, elegidos entre el grupo formado por el Staphylococcus, Klebsiella, Diplococcus, Hae-
mophilus, Streptococcus, Neisseria y dichas bacterias se eligen entre el Staphylococcus aureus, Klebsiella spp,
Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, y Neisseria catarrhalis. Se entiende por
Klebsiella spp la K. pneumoniae ylo ozaenae, y por Streptococcus spp se entiende el S. pyogenes y/o viridans.

La composicion de la invencion puede contener de modo ventajoso por lo menos una de las especies Klebsiella spp,
Haemophilus influenzae y Neisseria catarrhalis e inducir la maduracion completa de las células dendriticas inmadu-
ras, con expresion completa de las moléculas coestimuladoras CD83, CD80, CD86 y/o HLA de la clase II.

Las diferentes formas de realizacién de la invencién comprenden las composiciones polivalentes que contienen
combinaciones especificas de dos, tres, cuatro o cinco componentes del grupo formado por el Staphylococcus
aureus, Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis.

Otro objeto de la presente invencién es un método para preparar inmunocomposicion dividida en particulas, que
contiene las bacterias seleccionadas o la combinacion de bacterias, dichas células de cultivo bacteriano elegidas
entre el Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus
spp, Neisseria catarrhalis se lisan mecanicamente, después se recogen las fracciones de particulas de los lisados y
opcionalmente se liofilizan. El material antigénico liofilizado o suspendido puede formularse en composiciones far-
maceéuticas idéneas. En funcion de las bacterias elegidas se preparan composiciones que producen la induccion de
una maduracion completa de las células dendriticas inmaduras. Cuando la composicion contiene material de dos,
tres, cuatro o cinco cultivos bacterianos, los lisados en cuestion se preparan de modo individual y después se mez-
clan para obtener la actividad deseada.

Otro objeto adicional de la invencidn es una composicién adecuada para el uso en el inmunotratamiento médico, con
ventaja, en un tratamiento personalizado del paciente.

La composicion antes descrita se administra en una dosis terapéuticamente eficaz, a ser posible una dosis adaptada
al paciente, para obtener el efecto necesario.

Las composiciones de la invencion ofrecen ventajas indiscutibles. Pueden producirse, y su efecto médico estandari-
zarse, de modo mas facil y eficaz que las de la técnica anterior, debido que se emplea un nimero reducido de ce-
pas. Ademas, en funcion del tipo de bacterias elegidas y de las combinaciones especificas, estas composiciones son
capaces de modular la respuesta inmune del paciente. Esta propiedad ofrece amplias posibilidades de adaptacion
de las composiciones y del tratamiento a cualquier necesidad clinica especifica, permitiendo de este modo la reali-
zacion de tratamientos personalizados de los pacientes.

Otra ventaja de las composiciones de la invencion es que pueden desplegar la misma actividad inmunoestimulante
de las composiciones ya conocidas o incluso una actividad inmunoestimulante mucho mayor, a pesar de contener
material de un numero reducido de géneros bacterianos.

Descripcion de las figuras

La figura 1 es una representacion grafica de las puntuaciones calculadas para diferentes combinaciones de bacte-
rias. Las puntuaciones son la suma de las cantidades determinadas por inmunofluorescencia de los cuatro marcado-
res de membrana CD83, CD86, CD80 y HLA-II expresados por todas las especies de bacterias de cada combina-
cion. Todas las combinaciones son resumen en cuatro conglomerados.

La figura 2 es una representacion grafica de las puntuaciones del conglomerado 1.

La figura 3 es una representacion grafica de las puntuaciones del conglomerado 2.

La figura 4 es una representacion grafica de las puntuaciones del conglomerado 3.

La figura 5 es una representacion grafica de las puntuaciones del conglomerado 4.

En la figura 6 se ilustra un diagrama de puntos: distancias entre el centro del conglomerado frente a la puntuacion de
cada caso.

En la figura 7 se ilustra la puntuacion promedio del conglomerado.
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Descripcion detallada de la invencion

Las células dendriticas son células especializadas que presentan antigenos. Su maduraciéon es un primer paso
necesario para inducir de la inmunidad de adaptacién. La funcién de las células dendriticas es transportar los anti-
genos patégenos hasta 6rganos linfoides periféricos y alli presentarlos a los linfocitos T. Cuando una célula dendriti-
ca recoge un patdgeno de un tejido infectado, entonces se convierte en actividad y se desplaza hasta un nédulo
linfatico proximo. Después de la activacion, la célula dendritica madura para convertirse en una célula muy eficaz
que presenta antigeno (APc) y sufre cambios que le permiten activar a los linfocitos especificos del patégeno, exis-
tentes en los nodulos linfaticos. La respuesta inmune realizada a través de las células dendriticas necesita varias
moléculas coestimuladoras, a saber la CD80, CD83 y CD86. Estas estan conjugadas con los ligandos correspon-
dientes de los linfocitos efectores, a los que se presenta el péptido relevante mediante la HLA de la clase | o de la
clase Il: cuanto mayor es la expresion de las moléculas coestimuladoras en la superficie de células dendriticas, tanto
mas eficaz sera la capacidad de presentar el antigeno y de reclutar linfocitos efectores. El efecto final es una intensi-
ficacion de la respuesta inmune, es decir de la estimulacion inmune. Al contrario, cuanto mas baja sea la expresion
de las moléculas coestimuladoras, tanto menor sera la eficacia de la presentacién del antigeno.

El material dividido en particulas segun la invencion es capaz de realizar las dos funciones recién indicadas, depen-
diendo de las bacterias y/o las combinaciones bacterianas seleccionadas. En particular, la estimulacion de la madu-
racion completa de las células dendriticas inmaduras va acompanada de la expresién no solo de la CD83, sino
también de la CD80 y/o CD86 y/o HLA de clase II.

Las fracciones divididas en particulas o corpusculos dentro del sentido de la presente invencién son fracciones de
lisados bacterianos que contienen antigenos insolubles divididos en particulas. En esta forma, los antigenos no
pueden filtrarse ni centrifugarse a alta velocidad sin sufrir modificaciones significativas en sus caracteristicas inmu-
nologicas. A diferencia de los antigenos divididos en particulas, los antigenos solubles conocidos de la técnica
anterior, una vez solubilizados en cualquier disolvente apropiado, pueden filtrarse o centrifugarse a alta velocidad sin
verse afectadas sus caracteristicas inmunolégicas.

Otra caracteristica importante de la invencién es que la preparacion de las fracciones de particulas no requiere
pasos drasticos de solubilizacion, como ocurre en el caso de los antigenos solubles conocidos de la técnica anterior.
Por esta razoén, las proteinas antigénicas de la invencion conservan todas sus estructuras nativas, es decir, las
estructuras primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria, virtualmente intactas. Por consiguiente, la respuesta de
anticuerpo provocada por una fracciéon de antigenos dividida en particulas no se dirige solamente contra los antige-
nos simples resultantes de las estructuras primaria y secundaria, sino también contra los antigenos complejos o
repetidos resultantes de las estructuras primaria, secundaria, terciaria o cuaternaria. Esto es muy importante para la
eficacia de la respuesta inmune del anticuerpo, que se dirige principalmente (aprox. en un 80 %) contra sitios anti-
génicos de conformacién tridimensional.

Existe también una diferencia draméatica en el mecanismo de accidn entre el antigeno soluble de la técnica anterior y
el antigeno de la invencion. La respuesta causada por los antigenos divididos en corpusculos esta mediada por la
actividad citotdxica de la CD4 y CD8. Esto se traduce en una respuesta del anticuerpo de un espectro mucho mas
amplio. Finalmente, la activacion de células dendriticas, que es el punto de partida de los procesos de maduracion
celular y de presentacion del antigeno, interviene en la co-estimulaciéon de muchas otras células que contribuyen a la
respuesta inmune completa. Esta activacion se realiza eficazmente por los antigenos divididos en particulas, pero en
un grado muy pobre por los antigenos solubles. De hecho, la activacién viene mediada por los receptores de tipo
Toll, que son especificos de estructuras de polisacarido, por ejemplo los protidoglicanos y los lipopolisacaridos, que
son peculiares de la pared bacteriana intacta. Otro efecto es que la respuesta inmune a los fragmentos de pared
bacteriana estd acompafada de una actividad opsonizadora eficaz, que no se observa en el caso de los antigenos
solubles.

La capacidad de los antigenos divididos en particulas de disparar una respuesta inmune muy eficaz permite preparar
composiciones inmunes libres de cualquier tipo de inmunoadyuvantes, por ejemplo el Mycobacterium tuberculosis,
aceites minerales o cualquier otro adyuvante potencialmente nocivo para la salud humana, pero que normalmente
esta presente en las composiciones de antigenos solubles.

Las fracciones de lisados bacterianos divididas en particulas de la invencion se obtienen por lisado mecanico. Puede
aplicarse cualquier método fisico conocido apropiado para fragmentar las células bacterianas y producir escombros
de membrana con estructuras antigénicas inalteradas. Los medios apropiados son el prensado, la valvula de alta
presion, el molino de bolas, la molienda, la exposicion a ultrasonidos, la dsmosis, la cridlisis (congelacion y descon-
gelacion). La fraccion insoluble del lisado bacteriano dividida en particulas se somete después a la separacion de los
componentes solubles del lisado. Este paso se realiza con arreglo a técnicas ya conocidas, apropiadas para separar
las fases insolubles, por ejemplo el lavado, la filtracion, la centrifugacion o la combinacién de estas técnicas.

El proceso de preparacion de la fraccion antigénica insoluble puede constar de uno cualquiera de los siguientes
pasos:
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a. Identificacidn de la especie bacteriana elegida;

b. Cultivo y propagacién en medio de cultivo de las cepas elegidas;

c. Recogida de las células bacterianas del medio de cultivo y lavado;

d. Fijacién con formaldehido o inactivacion por calor;

e. Lisis mecanica de las células bacterianas;

f. Lavado de la fraccion dividida en particulas y eliminacion de la fraccion soluble;

g. Liofilizacién de la fraccién dividida en particulas que contiene los escombros celulares;

h. Mezclado del material liofilizado de dos 0 mas especies elegidas para producir las combinaciones antigénicas
deseadas.

Es obvio que, con excepcién de la lisis mecanica y el aislamiento de la fraccién insoluble, los demas pasos son
opcionales y pueden llevarse a cabo en cualquier orden de proceso que sea practicamente aceptable y con arreglo a
cualquier técnica adecuada conocida.

Se formulan las fracciones insolubles obtenidas de este modo, en forma de suspensién liquida o de material sélido
liofilizado, en una composicion farmacéutica adecuada para la administracion a personas humanas o animales.

Estas composiciones son formulaciones liquidas estériles o no estériles, en forma de gotas, gotas micronizadas,
esprays y aerosoles, para la administracion oral, intranasal o en general a las mucosas. La suspension estéril puede
utilizarse para la inyeccion endovesical, endotoracica, endoperitoneal, hipodérmica o intramuscular. EI material
liofilizado sdélido puede formularse en formas farmacéuticas soélidas, por ejemplo tabletas, pildoras o rombos. Las
formas preferidas son las tabletas y los rombos para administracion sublingual. Como alternativa se liofiliza la sus-
pension liquida en viales, en una cantidad monodosis apropiada para la reconstitucién con un medio liquido estéril,
segun convenga. Si las composiciones de la invencién se emplean como adyuvante inespecifico para la inmuniza-
cion especifica, entonces, aparte del antigeno dividido en particulas de la invencién, pueden contener otros antige-
nos o alergenos deseados.

Las cantidades de los materiales antigénicos divididos en particulas y las selecciones de combinaciones especificas
de bacterias dependeran de la necesidad y del estado patolégico del paciente. Si se emplea como adyuvante para la
estimulacién inmune inespecifica, la cantidad se situara entre 0,1 pug/dia y 10 mg/dia, con preferencia entre 10 pyg/dia
y 1 mg/dia o en torno a 0,5 mg/dia. Si se emplea como adyuvante para la estimulacién inmune especifica, la canti-
dad se situara entre 100 pg/dia y 10 mg/dia, con preferencia entre 1 mg/dia y 5 mg/dia. Si se emplea para la inmu-
nomodulacién, la cantidad se situara entre 0,1 ug/dia y 10 mg/dia, con preferencia entre 10 uyg/dia y 1 mg/dia. Las
cantidades recién mencionadas son independientes de la via de administracion.

Las formulaciones monodosis contienen las mismas cantidades diarias o submuiltiplos de las mismas. Las composi-
ciones de la invencién pueden contener opcionalmente cualquier vehiculo, excipiente o adyuvante farmacéutico
tipico de las composiciones inmunes.

Las bacterias o combinaciones de bacterias preferidas se recogen en la siguiente tabla, junto con el producto co-
mercial Ismigen. En la tabla 1 se recogen ademas las puntuaciones de cada bacteria o combinacion de bacterias
que refleja la capacidad especifica de inducir la maduracion de las células dendriticas inmaduras.

Tabla 1

S aureus Streptococcus 233
Spp

S aureus 240

Streptococcus 102,0

Spp

D pneumoniae f;;ep fococeus 131,8

D pneumoniae 140,00

S aureus D pneumoniae 153,6

D pneumoniae | H influenzae ssr?sp fococeus 190,2

Streptococcus

Spp

S aureus H influenzae 203,0

S aureus H influenzae ;S;/;)ep tococcus 203,6

H influenzae SSFt)ch)ep fococeus 204,9

Klebsiella spp H influenzae 224,2

S aureus Klebsiella spp 2245
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Streptococcus

Klebsiella spp | H influenzae Spp 232,3
S aureus Klebsiella spp SS;I;)QP fococcus 260,5
S aureus D pneumoniae SSFI;I;ap tococeus 268,5
Kiebsiella spp g;;;eptococcus M catarrhalis 280,6
S aureus Klebsiella spp M catarrhalis 285,6
Klebsiella spp D pneumoniae ?;’;p tococeus M catarrhalis 287,6
H influenzae 290,0
Klebsiella spp H influenzae M catarrhalis 302,0
S aureus Klebsiella spp D pneumoniae 305,5
S aureus H influenzae M catarrhalis 312,9
Klebsiella spp fg;p fococeus 334,9
S aureus H influenzae f;;ep tococcus M catarrhalis 336,9
Klebsiella spp D pneumoniae 346,8
Klebsiella spp | D pneumoniae H influenzae M catarrhalis 350,4
H influenzae fg;p fococeus M catarrhalis 350.9
D pneumoniae | H influenzae M catarrhalis 361,5
S aureus Klebsiella spp H influenzae M catarrhalis 371,1
S aureus Klebsiella spp D pneumoniae H influenzae ?;;ep tococcus 372,5
S aureus Klebsiella spp D pneumoniae f;;ep tococeus 375,0
Klebsiella spp D pneumoniae H influenzae f;;ep fococeus M catarrhalis 377,0
S aureus D pneumoniae H influenzae f;;ep fococeus 3774 3774
S aureus Klebsiella spp f;’:p fococcus M catarrhalis 378,2
H influenzae M catarrhalis 383,4 383,4
D pneumoniae | H influenzae f;;)ep tococeus M catarrhalis 387,1
S aureus Klebsiella spp H influenzae 388,8
S aureus Klebsiella spp D pneumoniae H influenzae 389,4
Klebsiella spp D pneumoniae H influenzae f;;ep fococeus 396,6
S aureus f;;;ep fococeus M catarrhalis 398,2
Klebsiella spp | M catarrhalis 399,9
S aureus Klebsiella spp D pneumoniae H influenzae f;fp fococeus hMa;:rtarr- 400,0
S aureus D pneumoniae H influenzae M catarrhalis 403.4
S aureus Klebsiella spp D pneumoniae H influenzae M catarrhalis 410,0
Klebsiella spp D pneumoniae M catarrhalis 4141
Klebsiella spp H influenzae f;’:p fococcus M catarrhalis 414.8
D pneumoniae f;;gap fococcus M catarrhalis 416,8
S aureus D pneumoniae M catarrhalis 419,2
S aureus Klebsiella spp H influenzae fg:p fococeus 420,3
S aureus D pneumoniae f;;ep tococcus M catarrhalis 425,2
S aureus Klebsiella spp H influenzae flz;;)ep fococeus M catarrhalis 432,8
S aureus Klebsiella spp D pneumoniae M catarrhalis 4417
Klebsiella spp D pneumoniae Streptococeus 4479

spp
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D pneumoniae | S aureus H influenzae f;;ep tococeus M catarrhalis 450,4
Klebsiella spp D pneumoniae 450,5
Klebsiella spp 458,0
M catarrhalis 463,0
D pneumoniae | H influenzae 470,7
S aureus D pneumoniae H influenzae 476,6
f;;ep fococeus M catarrhalis 488,8
D pneumoniae | M catarrhalis 531,0
S aureus M catarrhalis 533,4

Las puntuaciones situadas entre 23,3 y 533,4 son la suma de las cantidades de los cuatro marcadores de membra-
na, CD83, CD86, CD80 y HLA-Il expresadas por todas las especies bacterianas de cada combinaciéon. La cantidad
de expresion de los marcadores se determina por inmunofluorescencia, del modo descrito en la seccidén experimen-
tal.

La puntuacién obtenida por el producto comercial Ismigen (S. aureus, Klebsiella spp, S. pneumoniae, H. influenzae,
Streptococcus spp, M. catarrhalis) es de 400 y se toma como valor de. Las puntuaciones superiores a 400 indican
una induccién mejorada de la maduracion de células dendriticas inmaduras con respecto al valor de referencia,
mientras que las puntuaciones inferiores a 400 indican una induccién menor de la maduracién de las células dendri-
ticas maduraciones con respecto al valor de referencia. Todas las puntuaciones observadas se han procesado con
arreglo al método biométrico descrito en la seccion experimental y se reunen en cuatro conglomerados marcados
como conglomerado de 1 a 4. Las bacterias y combinaciones bacterianas contenidas en cada conglomerado presen-
tan una inmunoactividad diferente. En particular se ha observado experimentalmente que la presencia de material
antigénico insoluble de la Klebsiella spp, Haemophilus influenzae o Neisseria catarrhalis intensifica la capacidad de
maduracion completa de células dendriticas inmaduras y se traduce en inmunoestimulacion. Por el contrario, la
presencia de material antigénico insoluble del Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae o Streptococcus spp
(pyogenes ylo viridans) induce un menor grado de maduracion de células dendriticas inmaduras. Esta ultima obser-
vacion, es decir, la inmunosupresién, es extraordinariamente interesante, porque constituye la primera evidencia de
que existen bacterias capaces de inhibir la respuesta inmune mediante un mecanismo de escape, hasta el momento
desconocido en las bacterias. En la actualidad solamente se sabia que el herpes virus inhibe la respuesta inmune
mediante una regulacién decreciente de la expresion del CD83 después de la invencién.

Las composiciones de la invencién pueden utilizarse para tratamientos terapéuticos especificos e inespecificos,
incluida la prevencion o la terapia, contra infecciones bacterianas, en especial las infecciones respiratorias. Mediante
la seleccion cuidadosa de las bacterias o combinacion de bacterias especificas es posible ademas adaptar las
inmunocomposiciones a las condiciones y necesidades especificas del paciente a tratar, permitiendo de este modo
adoptar un tratamiento personalizado del paciente.

Las composiciones inmunoestimuladoras se pueden utilizar en todos aquellos estados normales o patoldgicos, en
los que puede ser util o necesaria la induccion o la estimulacion de la maduracion completa de las células dendriti-
cas inmaduras. Por lo tanto, las composiciones en cuestion se pueden utilizar para efectuar la estimulacion inespeci-
fica del sistema inmune; la inmunopotenciacion inespecifica mediante la vacunacion; la inmunoprofilaxis especifica
de infecciones causadas por cepas bacterianas contenidas en la composicién; la inmunopotenciacion de un efecto
de vacuna en pacientes que “no responden”; la inmunoterapia inespecifica de tumores, por ejemplo melanoma,
tumor superficial de vejiga, NSCLC; la inmunoterapia especifica de tumores con antigenos asociados de peso mole-
cular diferente o con efectores linfoides asociados o con células dendriticas cargadas; la activacion del sistema de
macrofago como limpiador en las enfermedades crénicas, decubito o Ulceras fagedénicas y tumores de la zona
craneoencefalica.

Las composiciones inmunomoduladoras de la invencién se pueden utilizar también para el tratamiento y prevencion
de las enfermedades autoinmunes, alergia, enfermedad del injerto contra el hospedante y el rechazo de trasplante.

La presente invencion abarca también el tratamiento terapéutico de pacientes que lo necesiten. El tratamiento impli-
ca la administracion diaria de dosis terapéuticamente activas del material antigénico dividido en particulas, durante
un periodo de 1 a varios dias en el caso de un tratamiento profilactico, o durante el tiempo en el que persiste el
estado patoldgico a tratar.

La invencion se describe ademas con detalle mediante los ejemplos de métodos experimentales, que con todo no
tienen un efecto limitador sobre el alcance de la proteccion.

Preparacion de fracciones antigénicas divididas en particulas

Los lisados mecénicos de bacterias tipicas de infecciones respiratorias (Diplococcus pneumoniae, Streptococcus py-
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ogenes, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria (Moraxella) catarrhalis)
se obtienen del modo siguiente. Se obtienen las bacterias vivas para los estudios “in vitro” de las colecciones bacte-
rianas disponibles. La pureza del cultivo en bruto se evalla realizando procedimientos microbioldgicos clinicos
rutinarios de identificacion. Después de la expansion “in vitro” de cada cepa, se lavan las bacterias profusamente y
después se someten a fragmentacion mecanica, empleando una valvula de alta presion. Después de otro paso de
lavado se liofiliza el polvo y se almacena a 4°C. Con el examen microscopico de las bacterias fragmentadas después
de la tincion Gram se documenta la presencia de escombros bacterianos que mantengan las caracteristicas Gram
originales.

El caracter antigénico de estas preparaciones se evalla realizando una electroforesis de cohete (rocket electrop-
horesis) frente a un panel de anti-SA policlonales, anti-espias, anti-KP, anti-HI, anti-MC y anti-Spn, obtenidos en
conejos con arreglo a menos ya conocidos. Para confirmar la actividad inmunoldgica de estos reactivos, los antige-
nos divididos en particulas se disuelven pacialmente manteniéndolos en agitacion durante una noche con un 0,2%
de Tween 20 en solucién salina tamponada con fosfato y se analiza la fraccion no dividida en particulas realizando
una electroforesis de cohete.

Aislamiento y cultivo de células dendriticas humanas

Se derivan las células dendriticas humanas de células mononucleadas de sangre periférica humana con arreglo a un
método ya conocido. Resumiendo, se tratan los monocitos muy purificados con GM-CSF e IL-4 durante 5 dias y
después se induce su maduracion empleando diferentes concentraciones de PMBL. Como controles se emplean el
TNF-a, LPS, BCG.

Método de inmunofluorescencia

La determinacion del nivel de expresion de los marcadores celulares CD83, CD86, CD80 y HLA-II se efectua con
arreglo al siguiente método de inmunofluorescencia:

Se tratan las células dendriticas con un anticuerpo monoclonal especifico del antigeno CD83. Se tratan otras células
con anticuerpos monoclonal del CD80, CD86 y HLA de clase Il. Se ajusta a priori la concentracion de cada anticuer-
po a un valor especifico. Se marcan todos los anticuerpos con una molécula de fluorcromo, por ejemplo el diacetato
de fluoresceina. Pasados 30 min se lavan las células con 2 ml de solucion salina, se centrifugan y se suspenden de
nuevo en un pequefio volumen de solucién salina. Después se analizan las células por citometria de flujo, una
técnica que permite evaluar el porcentaje de células que expresan un antigeno definido dentro del conjunto de
células analizadas.

Esta técnica permite ademéas determinar el numero promedio de moléculas de antigeno que se expresan en la
membrana celular, ya que este numero es proporcional a la intensidad de fluorescencia, medida en el citofluorime-
tro. De este modo es posible evaluar la intensidad de fluorescencia de las células dendriticas inmaduras, que es
extremadamente bajo, ya que los anticuerpos antes mencionados solamente reconocen los antigenos expresados
durante la maduracion de las mismas células y la intensidad de las células dendriticas maduras, por el contrario, es
muy elevada. La evaluacion de la intensidad de fluorescencia en diferentes condiciones experimentales pone de
manifiesto si tal estado patoldgico inhibe o induce la maduraciéon completa de las células dendriticas. Asi es cuando
en las células se detecta una fluorescencia muy bajo o extremadamente elevada, respectivamente.

Tratamiento biométrico de los resultados

Se evalua la actividad inmunolégica de las seis especies bacterianas siguientes y de muchas de sus combinaciones
posibles:

A STAPHYLOCOCCUS AUREUS

B KLEBSIELLA PNEUMONIAE - OZAENAE

C DIPLOCOCCUS PNEUMONIAE

D HAEMOPHILUS INFLUENZAE

E STREPTOCOCCUS PYOGENES - VIRIDANS
F NEISSERIA CATARRHALIS

Para cada especie bacteriana se consideran los cuatro marcadores de membrana siguientes: HLA clase Il, CD80,
CD83 y CD86.

Se eligen las bacterias individuales o las combinaciones arbitrarias de bacterias y para cada seleccién/combinacion
se calcula la suma de las cantidades de los cuatro marcadores expresados con arreglo al método fluorimétrico antes
descrito. Después se obtienen las puntuaciones acumuladas, que dependen de los niveles de expresiéon del marca-
dor. La puntuacion de la combinacién de referencia de seis bacterias ya conocidas en la técnica anterior (Ismigen)
es de 400.
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Se reunen los resultados asi obtenidos en cuatro conglomerados, con arreglo al método biométrico de analisis de
conglomerados (cluster analysis), en base a su homogeneidad calculada en términos de distribucion alrededor del
centro del conglomerado. En sentido operativo, la distancia relativa entre la puntuaciéon de cada combinacioén y el
centro del conglomerado se calcula por el método del valor K promedio. Para evaluar mejor las distancias relativas
se adopta el método de la adaptacion iterativa de los centros de los conglomerados. Finalmente, la asociacién
correcta de cualquier combinacion con un conglomerado especifico se confirma mediante un andlisis de Fischer de
las varianzas estadisticas.

Los resultados se recogen en la siguiente tabla 2, en la que se indica la distancia desde el centro del conglomerado
de cada bacteria o combinacién de bacterias junto con el nimero (de 1 a 4) del conglomerado al que se atribuye
cada componente.

Tabla 2
Bacterias Conglomerado Distancia desde el centro del conglomerado
AE 1 72,483
1 71,783
E 1 6,217
CE 1 36,017
C 1 44,217
AC 1 57,817
CDE 3 60,865
E 3 59,065
AD 3 48,065
ADE 3 47,265
DE 3 46,165
BD 3 26,865
AB 3 26,565
BDE 3 18,765
ABE 3 9,435
ACE 3 17,435
BEF 3 29,5635
ABF 3 34,535
BCEF 3 36,535
D 3 38,935
BDF 3 50,935
(continuacién)

Bacterias Conglomerado Distancia desde el centro del conglomerado
ABC 3 54,435
ADF 3 61,835

BE 2 50,352
ADEF 2 46,352
BC 2 38,452
BCDF 2 34,852
DEF 2 34,352
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CDF 2 23,752
ABDF 2 14,152
ABCDE 2 12,752
ABCE 2 10,252
BCDEF 2 8,252
ACDE 2 7,852
ABEF 2 7,052
DF 2 1,852
CDEF 2 1,848
ABD 2 3,548
ABCD 2 4,148
BCDE 2 11,348
AEF 2 12,948
BF 2 14,648
ACDF 2 18,148
ABCDF 2 24,748
BCF 2 28,848
BDEF 2 29,548
CEF 2 31,548
ACF 2 33,948
ABDE 2 35,048
ACEF 2 39,948
ABDEF 4 37,600
ABCF 4 28,700
BCE 4 22,500
CADEF 4 20,000
BCD 4 19,900
B 4 12,400
F 4 7,400
CD 4 ,300
ACD 4 6,200
(continuacién)

Bacterias Conglomerado Distancia desde el centro del conglomerado
EF 4 18,400
CF 4 60,600
AF 4 63,000

Representacion grafica de la respuesta inmune provocada por diferentes conglomerados

Se evaluan experimentalmente las bacterias o combinaciones bacterianas pertenecientes a los diferentes conglome-
rados en forma de su nivel acumulado de expresion de los cuatro marcadores de membrana. Los componentes del
conglomerado 4 presentan la expresion mas eficaz de los marcadores de membrana, que resulta evidente por las

10
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puntaciones correspondientes, que siempre son mayores que el valor 400 de referencia, atribuido al producto ya
conocido (ver figuras de 1 a 7). Las bacterias o combinaciones bacterianas de este conglomerado son las que
producen la respuesta inmunoestimuladora mas alta.

Contribucién debida a cada factor de conglomerado 4

Se evalua con arreglo al método siguiente la contribucién debida a diferentes factores (bacterias o combinaciones de
bacterias) pertenecientes al conglomerado nimero 4, en términos de aumento o disminucién porcentual de la pun-
tuacion. La puntuacion obtenida con una bacteria de referencia tomada individualmente se cifra arbitrariamente en
100. Después se evalla la puntuacion obtenida con las combinaciones que contienen dicha bacteria de referencia.

F (NEISSERIA CATARRHALIS): 100
anadida A obtenida 115
B 86
C 115
D 83
E 105
anadida AB obtenida 62
AC 90
AD 68
AE 86
BC 89
BD 65
BE 61
CD 78
CE 90
DE 76
anadida ABC obtenida 95
ABD 80
ABE 82
ACD 87
ACE 92
ADE 73
BCD 76
BCE 62
BDE 90
afiadida ABCD obtenida 89
ACDE 97
ABDE 94
BCDE 81
B (KLEBSIELLA PNEUMONIAE - OZAENAE) : 100
anadida A obtenida 49
C 76
D 49
E 73
afiadida AC obtenida 67
AD 85
AE 60
CD 98
CE 98
DE 51
anadida ACE obtenida 82
ACD 85
ADE 92
CDE 87
C (DIPLOCOCCUS PNEUMONIAE) : 10081
anadida A obtenida 110
D 336
E 93
afadida AD obtenida 341
DE 136
AE 192
afiadida ADE obtenida 269

11
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La potenciacion o la supresion inmunes observadas en las bacterias individuales o en las combinaciones de bacte-
rias se ilustra también en la siguiente tabla 3. La puntuacion de 400 se atribuye al producto comercial Ismigen toma-
do como referencia. Dado que este producto es una combinacién de seis componentes, la contribuciéon promedio de
cada componente se situa aprox. en 66,7. El célculo de la puntuacién real observada en cada una de las especies
bacterianas o combinaciones bacterianas de la invencion indica una diferencia neta muy acusada, si se compara con
el valor tedrico resultante de las contribuciones teéricas debidas a cada uno de los componentes de la combinacién,
es decir, 66,7 por el numero de los componentes. En particular, las siguientes bacterias 0 combinacién de bacterias
arrojan en efecto neto negativo:

Staphylococcus aureus, Streptococcus spp (-110,0);
Staphylococcus aureus (-42,7);

Diplococcus (Staphyloc.) pneumoniae, Streptococcus spp (-9,8);
Diplococcus (Staphyloc.) pneumoniae, Streptococcus spp (-1,5).

Por el contrario, todas las demas combinaciones dan lugar a un efecto positivo claro, lo cual indica una potenciacion
inmune.

12
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REIVINDICACIONES

1. Un método para seleccionar bacterias o combinaciones de bacterias apropiado para preparar inmunocomposicio-
nes que contengan fracciones de lisados divididas en particulas obtenidas por lisis mecanica de dichas bacterias
para el tratamiento personalizado de pacientes, que consta de los pasos siguientes:

seleccionar las bacterias o combinaciones de bacterias de los géneros siguientes: Staphylococcus, Klebsiella, Diplo-
coccus, Haemophilus, Streptococcus, Neisseria,

determinar el nivel de expresion de los cuatro marcadores de membrana: DC80, DC83, DC86 y HLA-II inducidos por
cada bacteria o combinacion de bacterias en células dendriticas inmaduras;

calcular para cada bacteria o combinacion de bacterias la puntuacién acumulada, que es la suma de las cantidades
de los cuatro marcadores expresados,

confeccionar el listado de todas bacterias o combinacion de bacterias aumentando las puntuaciones acumuladas,
con lo cual: cuanto mayor sea la puntuaciéon acumulada, tanto mayor sera el efecto de inmunoestimulacion.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que las bacterias o combinaciones de bacterias se eligen entre las espe-
cies: Klebsiella spp, Haemophilus influenzae, Neisseria catarrhalis, Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumo-
niae y Streptococcus spp.

3. El método de la reivindicacion 2, en el que por lo menos una bacteria se elige entre las especies: Klebsiella spp,
Haemophilus influenzae y Neisseria catarrhalis y la inmunocomposicidon es una composicién inmunoestimulante.

4. Un método para preparar una inmunocomposicion que contiene bacterias o combinacion de bacterias elegidas
con arreglo al método de una cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3, dichas células o combinaciones bacteria-
nas se lisan mecanicamente y después se recogen las fracciones de los lisados divididos en particulas.

5. El método segun la reivindicacion 4, en el que se recogen las fracciones de particulas de los lisados y se liofilizan.

6. El método segun la reivindicacion 4, en el que se liofilizan las fracciones de particulas recogidas de cada bacteria
antes de mezclarlas.

7. El método segun la reivindicacion 4, en el que las células bacterianas se inactivan con formaldehido o con calor.

8. El método segun la reivindicacion 4, en el que las fracciones divididas en particulas se formulan en forma de
composicion farmacéutica que ademas contiene uno o mas vehiculos, excipientes y/o aditivos farmacéuticamente
aceptables.

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones de 4 a 8, en el que las bacterias o composicion de bacte-
rias son:

- Staphylococcus aureus, Streptococcus spp;

- Staphylococcus aureus;

- Diplococcus pneumoniae, Streptococcus spp;

- Diplococcus pneumoniae;

- Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae;

- Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp;
- Streptococcus spp;

- Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae;

- Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp;

- Haemophilus influenzae, Streptococcus spp;

- Klebsiella spp, Haemophilus influenzae;

- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp;

- Klebsiella spp, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp;

- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Streptococcus spp;

- Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Streptococcus spp;
- Klebsiella spp, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;

- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Neisseria catarrhalis;

- Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Haemophilus influenzae;

- Klebsiella spp, Haemophilus influenzae, Neisseria catarrhalis;

- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae;

- Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Neisseria catarrhalis;
- Klebsiella spp, Streptococcus spp;

- Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae;
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- Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria catarrhalis;
- Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria catarrhalis;
- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Haemophilus influenzae, Neisseria catarrhalis;
5 - Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus

Spp;
- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Streptococcus spp;
- Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria catarrh-
alis;

10 - Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp;
- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Haemophilus influenzae, Neisseria catarrhalis;
- Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Haemophilus influenzae;

15 - Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae;
- Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp;
- Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Neisseria catarrhalis;
- Klebsiella spp, Neisseria catarrhalis;
- Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria catarrhalis;

20 - Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria ca-
tarrhalis;
- Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Neisseria catarrhalis;
- Klebsiella spp, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Diplococcus pneumoniae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;

25 - Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Neisseria catarrhalis;
- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp;
- Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Neisseria catarrhalis;

30 - Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Streptococcus spp;
- Diplococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria
catarrhalis;
- Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae;
- Klebsiella spp;

35 - Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae;
- Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae;
- Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Diplococcus pneumoniae, Neisseria catarrhalis y
- Staphylococcus aureus, Neisseria catarrhalis.

40
10. Una inmunocomposicién de bacterias divididas en particulas para el uso en el inmunotratamiento médico, dichas
bacterias divididas en particulas son una fraccion de lisado obtenido por lisis mecanica de bacterias o combinacio-
nes de bacterias elegidas entre el grupo formado por:

45 - Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria catarrhalis;
- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria ca-
tarrhalis;
- Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Neisseria catarrhalis;
- Klebsiella spp, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
50 - Diplococcus pneumoniae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Neisseria catarrhalis;
- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp;
- Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
55 - Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Neisseria catarrhalis;
- Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Streptococcus spp;
- Diplococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus spp, Neisseria catarrha-
lis;
- Klebsiella spp, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae;
60 - Klebsiella spp;
- Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae;
- Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae;
- Streptococcus spp, Neisseria catarrhalis;
- Diplococcus pneumoniae, Neisseria catarrhalis y
65 - Staphylococcus aureus, Neisseria catarrhalis.
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11. La inmunocomposicion de la reivindicacion 10 para el uso de agente inmunomodulador especifico o inespecifico.

12. Composicién de la reivindicacién 10 para el uso en la estimulacién inespecifica del sistema inmune, la inmunopo-
tenciacion inespecifica por vacunacion, la inmunoprofilaxis especifica de infecciones causadas por las cepas bacte-
rianas contenidas en la composicion, la inmunopotenciaciéon del efecto de la vacuna en pacientes “que no respon-
den”, la inmunoterapia inespecifica de tumores; la inmunoterapia inespecifica de melanoma, de tumores superficia-
les de vejiga, NSCLC, la inmunoterapia especifica de tumores con antigenos asociados a tumor de peso molecular
diferente o efectores linfoides asociados a tumores o de células dendriticas cargadas; la activacion del sistema de
macrofago como limpiador de enfermedades crénicas, decubito o ulceras fagedénicas y tumores de la zona craneo-
encefalica.
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