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DESCRIPCION

Procedimiento para la preparacion de un producto inmundgeno estable que comprende heterocomplejos antigénicos
de FNT alfa y una proteina transportadora.

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un producto inmundgeno estable que comprende heterocomplejos antigénicos de
FNTa y una proteina transportadora para obtener una respuesta inmunitaria humoral en un mamifero con produccion
de anticuerpos que neutralizan la actividad biolégica del FNTa, asi como a un procedimiento para preparar su
preparacion.

Dicho producto inmunégeno estable puede denominarse también producto inmunégeno anti-FNTa o también un
producto inmundgeno para producir anticuerpos anti-FNTa.

La presente invencion se refiere ademas a varias composiciones que comprenden dicho producto inmunégeno
estable que comprende heterocomplejos antigénicos de FNTa y una proteina transportadora asi como a los
procedimientos de preparacion de las mismas.

Antecedentes de la invencion

Un procedimiento general para preparar un producto inmunégeno estable que comprende heterocomplejos
antigénicos que comprenden una o mas proteinas antigénicas de interés y por lo menos una proteina transportadora
se ha descrito en la solicitud PCT publicada con el n°® WO 2004/024189 en la denominacion de NEOVACS.
Particularmente, dicha solicitud PCT dio a conocer un procedimiento para preparar dichos heterocomplejos
utilizando FNTa como antigeno de interés y KLH como proteina transportadora. Dicho procedimiento general de la
técnica anterior, cuando se realizé para preparar heterocomplejos que comprenden FNTa y KLH, comprendia las
etapas siguientes:

a) obtener una mezcla de KLH con FNTa;

b) afiadir a dicha mezcla glutaraldehido a una concentracion final de 0,026 M;

c) eliminar el exceso de glutaraldehido realizando una dialisis;

d) afadir formaldehido a la solucion dializada y mantener la presencia de formaldehido durante un periodo de 48
horas;

e) afiadir glicina a la solucién obtenida al final de la etapa d); y

f) realizar una dialisis con la solucién obtenida al final de la etapa e).

Los ejemplos de la solicitud PCT n° WO 2004/024189 demostraron que el producto inmunégeno FNTa/KLH
resultante era estable y podia aumentar la produccion de anticuerpos que poseen una buena actividad neutralizante
contra el FNTa natural.

Sin embargo, posteriormente, parecia que resultaban necesarios heterocomplejos mas eficaces para satisfacer el
nivel de requisitos elevados de varias autoridades sanitarias, incluyendo los Estados Unidos y Europa, para preparar
composiciones de vacunas adecuadas que contienen dichos heterocomplejos como principal principio activo.

Descripcion detallada de la invencién

Se ha descubierto que cuando el procedimiento general dado a conocer en la solicitud PCT n°® WO 2004/024189, se
aplica a heterocomplejos que comprenden FNTa y una proteina transportadora, conducen a productos inmunégenos
finales en los que tanto la inactivacion como la inmunogenicidad del FNTa tendrian que mejorarse, habida cuenta la
preparacion de las composiciones de la vacuna anti-FNTa que deben ser aprobadas por varias autoridades
sanitarias en todo el mundo. El solicitante ha descubierto también que la estabilidad del producto inmunégeno
completo deberia mejorarse, fundamentalmente para aumentar su estabilidad en el tiempo de almacenamiento.

Se ha descubierto recientemente un nuevo procedimiento para preparar un producto inmundégeno estable que
comprende heterocomplejos antigénicos de FNTa y una proteina transportadora que permite alcanzar varios
objetivos descritos anteriormente.

Un objeto de la presente invencion consiste en un procedimiento para preparar un producto inmundgeno estable que
comprende heterocomplejos antigénicos de FNTa y una proteina transportadora, que comprende las etapas
siguientes:

a) proporcionar una solucién liquida que contiene FNTa;

b) afiadir EDTA a dicha solucion liquida que contiene FNTa de la etapa a);
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c) afadir una proteina transportadora a la solucion liquida obtenida al final de la etapa b), para obtener una mezcla
liguida de FNTa y dicha proteina transportadora;

d) afadir glutaraldehido a una mezcla liquida obtenida al final de la etapa c), con el fin de conjugar en parte por
enlace covalente las moléculas del FNTa con dicha proteina transportadora y obtener heterocomplejos entre
FNTa y dicha proteina transportadora;

e) eliminar el glutaraldehido y las moléculas libres tanto de FNTa como de dicha proteina transportadora de la
solucion obtenida al final de la etapa d), con el fin de obtener una solucion liquida que contiene heterocomplejos
purificados entre el FNTa y dicha proteina transportadora;

f) afiadir formaldehido a la solucion liquida obtenida al final de la etapa €), y mantener la presencia de formaldehido
durante un periodo que oscila entre 96 horas y 192 horas;

g) afadir un reactivo que bloquea la reaccion con formaldehido a la solucion liquida que contiene heterocomplejos
entre FNTa y dicha proteina transportadora, obtenida al final de la etapa f); y

h) eliminar el formaldehido y el agente de bloqueo procedente de la solucién liquida obtenida al final de la etapa g),
con el fin de obtener una solucién liquida que contiene dicho producto inmunégeno estable que comprende
heterocomplejos entre FNTa y dicha proteina transportadora.

Al realizar el procedimiento descrito anteriormente, los productos inmundgenos estables resultantes estan provistos
de una capacidad aumentada para inducir la produccién de anticuerpos que neutralizan el FNTa natural, cuando se
administran a un mamifero junto con uno o mas complejos inmunoadyuvantes.

Un "producto inmundégeno estable que comprende heterocomplejos antigénicos de FNTa y una proteina
transportadora”, tal como se utiliza en la presente memoria, consiste en un producto inmunégeno que produce
anticuerpos que neutralizan la actividad biolégica de FNTa, cuyo producto inmunégeno comprende asociaciones de
proteinas entre (i) moléculas de FNTa vy (ii) moléculas transportadoras, en las que menos del 40% de las moléculas
FNTa estan unidas a las moléculas transportadoras por enlaces quimicos covalentes.

El producto inmundégeno estable preparado por el procedimiento anterior es "inmundgeno" porque produce
anticuerpos contra FNTa natural en un paciente, después de su administracion a dicho paciente, y mas
especificamente anticuerpos que neutralizan la actividad biolégica del FNTa natural.

El producto inmundgeno preparado por el procedimiento anterior es "estable" ya que dicho producto inmunégeno
posee su propio punto isoeléctrico que puede distinguirse del punto isoeléctrico de por lo menos (i) FNTa (ii) la
molécula transportadora, y ya que dicho producto inmundgeno migra, en un ensayo de isoelectroenfoque, como una
banda de proteina que se distingue de por lo menos una de las dos bandas de proteinas correspondientes a (i)
FNTa y (ii) la molécula transportadora, respectivamente. Esto significa que un producto inmundégeno segun la
invencion no comprende moléculas de FNTa libres no unidas ni moléculas de proteina transportadora libres no
unidas.

El producto inmundgeno preparado por el procedimiento anterior comprende "heterocomplejos antigénicos" o
"heterocomplejos” de FNTa y una proteina transportadora porque dicho producto inmunégeno comprende (i) el
FNTa antigénico y (ii) las moléculas de proteina transportadora antigénica que estan unidas (a) parcialmente por
enlaces covalentes (menos de 40% de enlaces covalentes) y (b) parcialmente por enlaces no covalentes débiles
(mas del 60% de enlaces no covalentes) que contienen interacciones iénicas, enlaces de hidrégeno, interacciones
de Van del Waals, etc.

El producto inmundégeno estable que comprende heterocomplejos antigénicos de FNTa y una proteina
transportadora que se definié anteriormente, que puede prepararse segun el procedimiento de la invencion, puede
también calificarse de forma mas sencilla en la presente memoria como un producto inmundgeno para producir, o
que produce, anticuerpos anti-FNTa en un ser humano o en un animal, o también como un producto inmunégeno
anti-FNTa.

Gracias a las etapas combinadas del procedimiento segun la invencion, el producto inmundgeno estable final se
obtiene con una reproduccibilidad mayor que los heterocomplejos que comprenden FNTa y una proteina
transportadora obtenida segun el procedimiento de la técnica anteriormente dado a conocer en la solicitud PCT n°
WO 2004/024189 mencionada anteriormente.

Particularmente, se ha descubierto que la actividad inmunégena del producto inmundgeno estable preparado
mediante la realizacion del procedimiento segun la invencién era muy reproducible, de un lote de preparacion al otro.
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Tal como se muestra en los ejemplos en la presente memoria, los productos inmunégenos estables preparados al
realizar el procedimiento segun la invencion estan desprovistos de actividad biolégica de FNTa detectable, tanto in
vitro como in vivo, ya que la dosis DEsy es superior a 50 ng/ml, y todavia superior a 400 ng/ml, expresados como
concentracion final de FNTa.

Ademas, se demuestra en la presente memoria también que mas alla de la induccién de altos valores de anticuerpo
anti-FNTa, los productos inmundgenos estables preparados al realizar el procedimiento segun la invencién inducen
la produccion de anticuerpos anti-FNTa neutralizantes que tienen una capacidad neutralizante CNso superior a
1/1.000.

Ademas, se ha derepresentado también que los productos inmundgenos estables preparados al realizar el
procedimiento segun la invencion pueden administrarse de manera satisfactoria a mamiferos, ya que estos
productos no producen ningun efecto secundario adverso, particularmente ninguna inflamacion ni alteracion de los
organos tales como el corazoén, los pulmones, el higado y el bazo aun cuando se administren en una cantidad de
4.000 veces la dosis terapéutica unitaria humana (SHTD).

Ademas, los productos inmundgenos estables preparados al realizar el procedimiento segun la invencion inducen
una pujante produccion de anticuerpos neutralizantes anti-FNTa, especialmente del isétopo de IgG, en macacos
Rhesus, lo que demuestra que estos productos inmundgenos estables pueden romper la tolerancia inmunolégica
para las proteinas producidas de forma endégena y inducir una vacunacion eficaz lo que conduce a la neutralizacion
de FNTa, vacunacion que puede prevenir efectos perjudiciales de la sobreproduccion de FNTa en todas las
situaciones patoldgicas en las que esta implicado FNTa.

Se ha derepresentado ademas que los productos inmundgenos estables preparados al realizar el procedimiento
segun la invencion pueden vacunar eficazmente mamiferos contra la artritis producida por FNTa. Aun mas, se ha
derepresentado que estos productos inmundgenos estables pueden evitar y/o tratar la sinovitis inflamatoria por
artritis producida por FNTa y la destruccion articular cuando se utilizan solos, sin necesidad de complementar el
tratamiento preventivo o curativo con ningun principio activo adicional contra la artritis, como el metotrexato.

Se ha derepresentado también que los productos inmundgenos estables preparados segun el procedimiento de la
invencion podian evitar y/o tratar el choque letal originado por la sobreproduccién de FNTa.

Por lo tanto, los productos inmundgenos estables preparados segun la presente invencion producen proteccion
autoinmunitaria anti-FNTa contra las patologias agudas y cronicas dependientes de FNTaq, sin efectos secundarios
detectables.

La combinacion especifica de las etapas a) a h) permite conservar la informacion espacial del producto de partida de
FNTa mientras que se aumenta la exposicion de los epitopos antigénicos principales de FNTa al disolvente, con el
fin de maximizar una presentacién eficaz del antigeno FNTa a las células inmunocompetentes, cuando el producto
inmundgeno estable se administra a un mamifero.

La combinacion especifica de las etapas a) a h) permite tanto una estabilizaciéon estructural como quimica mejor del
producto inmunégeno final, cuando se utilizan FNTa y KLH, que el procedimiento dado a conocer en la solicitud PCT
n® WO 2004/024189. Dichas propiedades especificas de los productos inmundgenos estables resultantes obtenidas
por el procedimiento deberian permitir la preparacién de composiciones de la vacuna que son también muy estables
durante un periodo prolongado de almacenaje.

Ademas, se ha descubierto que el procedimiento de la invencién permite la preparacion de un producto inmundgeno
estable final que no estd provisto de ninguna actividad bioldgica residual del producto de partida FNTa.
Especialmente, se ha descubierto que la DEs del producto de partida FNTa era de aproximadamente 10 pg/ml de la
invencion. El producto inmundgeno estable final obtenido por el procedimiento de la invencion tiene un valor de DEsg
superior a 50 ng/ml, e incluso en la mayoria de los casos superior a 400 ng/ml. Al mismo tiempo, el producto
inmundgeno estable final esta provisto de una alta inmunogenicidad.

Aun mas, se ha descubierto que el producto inmunégeno obtenido por el procedimiento segun la invencion ha
conservado la configuracion principal del FNTa natural, ya que dicho producto inmunégeno todavia se une a los
receptores R1y R2 de FNTaq, a pesar de su inactivacion bioldgica.

En la etapa a), FNTa consiste en un FNTa natural seleccionado del grupo constituido por FNTa de ratéon, FNTa de
rata, FNTa de conejo y FNTa humano. Preferentemente, FNTa consiste en FNTa humano.

En determinadas formas de realizacién del procedimiento segun la invencion, la etapa b) comprende las etapas
siguientes:

b1) afadir EDTA a dicha solucion liquida que contiene FNTa de la etapa a); y
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b2) afiadir DMSO a la solucion liquida obtenida al final de la etapa b1).

Se ha descubierto segun la invencién que la adicion de DMSO en la etapa b2) aumentaba la inmunogenicidad del
producto inmundgeno estable final.

En determinadas formas de realizacion del procedimiento, la etapa d) comprende las etapas siguientes:

d1)afadir glutaraldehido a la mezcla liquida obtenida al final de la etapa c), con el fin de conjugar parcialmente por
enlace covalente las moléculas FNTa a dicha proteina transportadora y obtener heterocomplejos entre FNTa y
dicha proteina transportadora; y

d2)afnadir EDTA a los heterocomplejos entre FNTa y dicha proteina transportadora obtenida al final de la etapa d1).

De este modo, al final de la etapa d1), se obtiene una solucién liquida, que contiene un producto que comprende
moléculas de FNTa que estan unidas a las moléculas transportadoras (i) parcialmente por enlaces covalentes vy (ii)
parcialmente por enlaces no covalentes.

El procedimiento segun la invencién comprende la etapa h) para eliminar el formaldehido y el agente de bloqueo en
la soluciéon obtenida y al final de la etapa g) con el fin de obtener un producto inmunégeno estable purificado que
comprende heterocomplejos entre FNTa y dicha proteina transportadora.

Al final de la etapa h) el producto inmundégeno estable se obtiene en forma de una solucién liquida incolora trasltcida
que esta practicamente exenta de particulas visibles.

En determinadas formas de realizacion, dicho procedimiento puede comprender también una etapa adicional i) de
congelacion de la solucion obtenida al final de la etapa h).

En otras determinadas formas de realizacion, dicho procedimiento puede comprender ademas, una etapa adicional i)
de liofilizacion de la solucion obtenida al final de la etapa h), con el fin de obtener un polvo blanco que puede
almacenarse durante un periodo prolongado antes de su utilizacion.

En las formas de realizacion preferidas de la etapa a), la concentracion en FNTa estd comprendida entre 0,1 mg/ml y
50 mg/ml, y aun mas preferentemente esta comprendida entre 0,5 mg/ml y 10 mg/ml.

En las formas de realizacion preferidas de la etapa b), la concentracién final de EDTA esta comprendida entre 1 mM
y 500 mM, y aun mas preferentemente esta comprendida entre 1 mM y 10 mM.

Todavia mas preferentemente, EDTA se afiade a una soluciéon tampon que presenta un pH comprendido entre 7 y
8,5, mas preferentemente entre 7,5y 8,1.

En las formas de realizaciéon preferidas de la etapa b2), los intervalos de concentracion en DMSO final estan
comprendidos entre 0,5% v/v y 20% v/v, aun mas preferentemente entre 5% v/vy 20% v/v.

Todavia mas preferentemente, la etapa b2) se lleva a cabo durante un periodo comprendido entre 10 min. y 50 min.,
mas preferentemente entre 20 min. y 40 min.

En las formas de realizacion preferidas de la etapa c), la relacion molar de FNTa a dicha proteina transportadora
estad comprendida entre 5:1 y 100:1, y aun mas preferentemente esta comprendida entre 20:1 y 80:1. En la mayoria
de las formas de realizacion preferidas de la etapa c), la relacion molar de FNTa a dicha proteina transportadora
esta comprendida entre 30:1y 70:1 o entre 40:1 y 60:1.

En las formas de realizacion preferidas de la etapa d), la concentracion en glutaraldehido final esta comprendida
entre 0,05% p/p y 0,5% p/p. Una concentracion final de glutaraldehido estd comprendida entre 0,02 M y 0,03 M es
adecuada, consistiendo la la mayor parte de la concentracion final de glutaraldehido preferida en 0,026 M.

Todavia mas preferentemente, la etapa d2) se realiza durante un periodo comprendido entre 30 min. y 60 min., mas
preferentemente entre 40 min. y 50 min.

En las formas de realizaciéon preferidas de la etapa d2), la concentracion de EDTA final estd comprendida entre
1mMy 10 mM.

En las formas de realizacion preferidas de la etapa €), el glutaraldehido se elimina realizando una didlisis, realizando
una ultrafiltracién con filtracion por didlisis o realizando una filtracién en flujo tangencial (FFT).

Cuando se realiza la didlisis, se utiliza preferentemente una membrana para didlisis con un umbral de corte entre 6 y
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8 kDa.

La etapa de dialisis comprende preferentemente tres etapas, incluyendo (i) las dos primeras etapas realizadas con el
tampon de trabajo (fosfato 100 mM, NaCl 150 mM pH 7,8, EDTA 5 mM) y (ii) la ultima etapa realizada con PBS.

Normalmente la etapa de didlisis se realiza con una soluciéon tampén convencional, tal como la solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) frente a 200 a 400 veces el volumen de la solucion liquida que contiene los
heterocomplejos entre FNTa y la proteina transportadora, en la que las moléculas de FNTa estan parcialmente
conjugadas con enlace covalente a la proteina transportadora que se utiliza.

Cuando se realiza la ultrafiltracion con filtracion por didlisis, se utiliza preferentemente una membrana de filtracion
con un umbral de corte de 10.000 kDa, aprecidndose que los heterocomplejos entre FNTa y la proteina
transportadora se encuentran en la materia retenida en la ultrafiltracién. Normalmente, el liquido utilizado para la
filtracion con dialisis consiste en una solucién tampdén tal como una solucién salina tamponada con fosfato (PBS).
Normalmente, la filtracion con didlisis se realiza 3 veces con un volumen igual de tampon.

En las formas de realizacion preferidas de la etapa f), la concentracién final de formaldehido oscila entre 1% p/p y
10% p/p, y aun mas preferentemente entre 2% p/p y 5% p/p.

En la etapa f) la presencia de formaldehido se mantiene durante un periodo comprendido entre 96 horas y 192
horas.

Se ha apreciado segun la invencién que manteniendo la presencia de formaldehido con los heterocomplejos durante
un periodo inferior a 96 horas conducia a un compuesto inmundgeno final que era significativamente menos estable
en el tiempo, en comparaciéon con un compuesto inmundgeno estable obtenido segun las formas de realizacion
preferidas del procedimiento segun la presente invencion.

Por otra parte, se ha descubierto segun la invencion que manteniendo la presencia de formaldehido en los
heterocomplejos durante un periodo de mas de 192 horas conducia a un compuesto inmunégeno final que era muy
estable pero con una capacidad significativamente reducida para producir anticuerpos con una gran actividad
neutralizante contra el FNTa natural.

Mas preferentemente, en la etapa f), la presencia de formaldehido se mantiene durante un periodo que oscila entre
120 horas y 168 horas.

Mas preferentemente, en la etapa f), la presencia de formaldehido se mantiene durante un periodo que oscila entre
130 horas y 150 horas.

Ventajosamente, la etapa f) se realiza a una temperatura comprendida entre 30°C y 42°C, mas preferentemente
35°C y 39°C.

En la etapa g), el reactivo que bloquea la reaccidn de las moléculas de proteina con formaldehido puede consistir en
cualquier compuesto adecuado que comprenda por lo menos un grupo amino y que interrumpa la reacciéon quimica
de las moléculas de proteina con el formaldehido.

En determinadas formas de realizacion preferidas, dicho reactivo de bloqueo consiste en glicina.

En las formas de realizacion preferidas de la etapa g), la concentracion final de glicina estd comprendida entre
0,01% My 10 M, y aun mas preferentemente oscila entre 0,05 My 2 M.

En otras determinadas formas de realizacion preferidas de la etapa g), dicho reactivo de bloqueo consiste en lisina.

En formas de realizacion preferidas de la etapa g), la concentracion final de lisina esta comprendida entre 0,01% My
10 M, preferentemente entre 0,05 My 2 M, y ain mas preferentemente entre 0,05y 0,5 M.

En las formas de realizacion preferidas, las moléculas de proteina se ponen en contacto con lisina durante un
periodo de incubacién entre 1 hora y 10 dias, y aun mas preferentemente entre 5y 10 dias.

El periodo de incubacién con lisina superior a 3 dias, y aun mas preferentemente de por lo menos 5 dias conduce a
una irreversibilidad 6ptima de la estructura quimica del producto final y contribuye a su buena inmunogenicidad y
estabilidad.

Todavia mas preferentemente, cuando se realiza la etapa h) el pH de la solucién liquida se ajusta a un pH
comprendido entre 6,8 y 7,8, mas preferentemente entre 7,0 y 7,6, por ejemplo utilizando una base tal como NaOH.
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En las formas de realizacion preferidas de la etapa h), el formaldehido y el agente de bloqueo se eliminan realizando
una dialisis, realizando una ultrafiltracién con filtracion por dialisis, o realizando filtracién en flujo tangencial (FFT).

Las condiciones para la dialisis, la ultrafiltracion con filtracion por didlisis, o la filtracion en flujo tangencial (FFT) que
se utilizan en la etapa h) son normalmente las mismas que las definidas anteriormente para la etapa e) anterior, o
como se da a conocer en los ejemplos en la presente memoria.

Las expresiones "proteina transportadora" o "molécula de proteina transportadora”, las utiliza en la presente
memoria un experto en la materia segun su significado convencional, es decir, una proteina que, cuando se acopla a
una molécula antigénica, incluyendo una molécula de hapteno, permite la provocaciéon de una respuesta inmunitaria
en un organismo hospedador frente a dicha molécula antigénica, especificamente en mamiferos incluyendo los
seres humanos. Tal como se utiliza en la presente memoria, dicha respuesta inmunitaria comprende la produccion
de anticuerpos dirigidos contra dicha molécula antigénica.

Segun el procedimiento de la invencion, una amplia variedad de proteinas transportadoras conocidas por cualquier
experto en la materia puede utilizarse en la etapa c). La proteina transportadora deberia llevar suficientes epitopos
de linfocitos T colaboradores con el fin de activar los linfocitos T colaboradores y los linfocitos B y provocar que estas
células liberen suficiente IL-1 e IL-2 para provocar la expansion de los clones de los linfocitos B que producira
anticuerpos anti-FNTa neutralizantes.

Una "molécula de proteina transportadora”, incluida en el producto inmunégeno estable de la invencion, hace
referencia a cualquier proteina o péptido que tiene por lo menos 15 aminoacidos de longitud, independientemente de
su secuencia de aminoacidos, y que, cuando esta asociada por enlace covalente parcialmente a las moléculas de
FNTa para formar heterocomplejos con la proteina componiendo el producto inmundégeno de la invencion, permite
que se presenten un gran numero de moléculas de FNTa a los linfocitos B.

Segun un primer aspecto, la molécula de proteina transportadora consiste en una proteina o un péptido que tiene
por lo menos 15 aminoacidos de longitud, o también un oligémero de dicho péptido, que comprende uno o mas
epitopos T auxiliares ("colaboradores") capaces de activar los linfocitos T auxiliares ("colaboradores T") del
organismo hospedador para producir citocinas, incluyendo interleucina 2, activando y provocando dichas citocinas, a
su vez, la proliferacion de linfocitos B, que, tras la maduracion, produciran anticuerpos producidos contra FNTa.

La molécula de proteina transportadora podria también consistir en un homooligémero o un homopolimero de la
proteina natural, de la que procede, asi como en un homooligémero o un homopolimero de un fragmento de péptido
de la proteina natural, de la que procede. La proteina antigénica de interés podria consistir también en un
heterooligdmero o un heteropolimero que comprende una combinacién de varios fragmentos peptidicos distintos
incluidos inicialmente en la proteina natural de la que proceden.

Los ejemplos de proteinas transportadoras que pueden utilizarse cuando se realiza el método segun la invencion
incluyen las vacunas antidiftéricas y antitetanicas (DT, DT CRM197, otros mutantes de DT, por ejemplo, posicion
Glu-148, etc. Véase, por ejemplo la patente US n° 4.709.017, WO 93/25210, WO 95/33481, etc.) y TT (y fragmento
C de TT) respectivamente), hemocianina de la lapa californiana (KLH) OMPC de N. meningitides y la proteina
purificada procedente de tuberculina (PPD).

La funciéon del transportador consiste en proporcionar ayuda de citocina con objeto de aumentar la respuesta
inmunitaria contra FNTa. Una lista no exhaustiva de transportadores que pueden utilizarse en la presente invencién
incluyen: hemocianina de la lapa californiana (KLH), albuminas de suero tales como la albdmina de suero bovino
(ASB), toxinas de bacterias inactivadas tales como las toxinas del tétanos o de la difteria (TT y DT) o fragmentos
recombinantes de las mismas (por ejemplo, dominio 1 del fragmento C de TT, o el dominio de transposiciéon de DT),
o el derivado de la proteina purificada de la tuberculina (PPD).

En una forma de realizaciéon del procedimiento, el transportador es la proteina D procedente de Haemophilus
influenzae (patente EP 0 594 610 B1). La proteina D es una proteina de unién a IgD procedente de Haemophilus
influenzae y ha sido patentada por Forsgren (WO 91/18926, concedida a EP 0 594 610 B1). En algunas
circunstancias, por ejemplo en los sistemas recombinantes de expresién del inmunégeno puede desearse utilizar
fragmentos de proteina D, por ejemplo proteina D 1/3.sup.rd (que comprenden los aminoacidos N-terminales 100 a
110 de la proteina D (documentos WO 99/10375; WO 00/50077)).

Por lo tanto, en las formas de realizacién preferidas del procedimiento, dicha proteina transportadora se selecciona
de entre el grupo constituido por la vacuna antidiftérica (DT) y mutantes de la misma, la vacuna antitetanica (TT),
hemocianina de la lapa californiana (KLH) y la proteina purificada derivada de la tuberculina (PPD), OMPC de N.
meningitides, la proteina purificada derivada de la tuberculina (PPD), la albumina del suero bovino (ASB) y la
proteina D de Haemophilus influenzae.

Aun mas preferentemente, la proteina transportadora consiste en la hemocianina de la lapa californiana (KLH).
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La presente invencién se refiere también a un procedimiento para preparar una composicién de vacuna que
comprende las etapas siguientes:

a) preparar un producto inmundégeno estable que comprende heterocomplejos antigénicos de FNTa realizando el
procedimiento definido anteriormente; y

b) combinar dicho producto inmundgeno estable que comprende heterocomplejos antigénicos de FNTa preparados
en la etapa a) con uno o mas inmunoadyuvantes.

Como se muestra en los ejemplos en la presente memoria, el producto inmunégeno estable, que puede también
denominarse en la presente memoria producto inmundgeno anti-FNTa, que consiste en el producto final obtenido
por el procedimiento segun la invencion, posee propiedades fisicoquimicas y biolégicas especificas.

Generalmente, el producto inmundgeno anti- FNTa segun la presente invencidon posee un peso molecular
comprendido entre 50 kDa y 8.000 kDa (8 MDa), presentando aproximadamente el 30% de la cantidad total de
proteina un peso molecular inferior a 1.000 kDa (1 MDa).

Ademas el producto inmundgeno anti-FNTa segun la presente invencion presenta una relacion molar de FNTa a
dicha proteina transportadora comprendida entre 40:1 y 60:1.

Ademas, un producto inmundégeno anti-FNTa segun la invencidon, cuando se incuba en condiciones
desnaturalizantes en las que se eliminan los enlaces no covalentes, como en un tampoén que contiene SDS, generan
mas de un producto proteico, que ilustra que las moléculas FNTa y las moléculas de proteina transportadora
comprendidas en las mismas estan unidas, por lo menos parcialmente, por enlaces no covalentes, por ejemplo
enlaces débiles que comprenden interacciones idnicas, enlaces de hidrégeno y enlaces de Van der Waals.

Ademas, se ha descubierto que, en un producto inmunégeno anti-FNTa segun la invencidn, los enlaces covalentes
entre las moléculas de FNTa y las moléculas de proteina transportadora representan siempre menos del 40% de los
enlaces totales entre estas moléculas, ya que siempre mas del 60% del contenido en moléculas de FNTa y dicho
producto inmundgeno anti-FNTa se liberan como moléculas no unidas a la proteina transportadora en condiciones
desnaturalizantes.

Como se muestra en los ejemplos en la presente memoria, incluyendo el Ejemplo 8, un producto inmunégeno anti-
FNTa segun la invencion comprende por lo menos las siguientes especies de proteina:

- moléculas FNTa unidas por enlace covalente a las moléculas de proteina transportadoras; y
- moléculas que estan unidas por enlaces no covalentes, que incluyen:

- monomeros de moléculas FNTq;

- dimeros de moléculas de FNTq;

- trimeros de moléculas de FNTa;

- polimeros de dimeros y/o trimeros de moléculas de FNTaq;
- monomeros de moléculas de proteina transportadora; y

- polimeros de moléculas de proteina transportadora.

Significativamente, el producto inmundégeno anti-FNTa segun la invencién induce la produccion de anticuerpos anti-
FNTa que tienen una capacidad de neutralizacién (CNso) de FNTa superior a 1/1.000.

La capacidad de neutralizacién de FNTa consiste en la dilucion del suero que neutraliza el 50% de la actividad
citotéxica de FNTa. Esta caracteristica bioldgica de un producto inmunégeno anti-FNTa segun la invencion es facil,
directa y fidedignamente evaluada por cualquier experto en la materia utilizando las técnicas convencionales que se
describen en los ejemplos y estan también mas detalladas en al presente memoria.

El valor de CNsp del producto inmunégeno anti-FNTa de la invencién es claramente distinto del valor de CNsg
obtenido para el producto inmundgeno estable preparado segun el procedimiento descrito en la solicitud PCT
anterior n® WO 2004/024189.

La comparacion entre los valores de CNsp de un producto inmunégeno anti-FNTa especifico en el que la proteina
transportadora consta de KLH se detalla en los ejemplos en la presente memoria, principalmente en la Tabla 3.

El producto inmunégeno FNTa-KLH segun la invencién consiste en el lote denominado "K7", mientras que el
producto inmundégeno estable correspondiente preparado segun el procedimiento dado a conocer en la solicitud PCT
anterior n® WO 2004/024189 consta del lote denominado "K10", tal como se encuentra en la Tabla 3.
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Como se muestra en la Tabla 3, el valor de CNsg obtenido para el producto inmundgeno estable preparado segun el
procedimiento dado a conocer en la solicitud PCT anterior n°® WO 2004/024189 es de 1/700. EIl valor de CNsp
obtenido para el producto inmunégeno anti-FNTa segun la invencién es 1/1.200, por lo tanto aproximadamente la
mitad del valor CNso obtenido para el producto de la técnica anterior.

Esta capacidad de neutralizacion mejor de FNTa del producto inmunégeno anti-FNTa segun la invencion es
proporcionada al producto final por la combinaciéon especifica de las propiedades del procedimiento segun la
invencion, incluyendo la utilizacion de EDTA en la etapa b), y manteniendo la presencia de formaldehido durante un
periodo que oscila entre 96 horas y 192 horas en la etapa de f).

Especificamente, como se muestra en la Tabla 3 en la presente memoria, que mantiene la presencia de
formaldehido durante un periodo que oscila entre 96 horas y 192 horas en la etapa de f) es determinante para
obtener un producto inmundégeno anti-FNTa final dotado de los mejores valores bajos de CNsp.

Ademas, como se muestra en la Tabla 3 en la presente memoria, manteniendo la presencia de formaldehido durante
un periodo comprendido entre 96 y 192 horas en la etapa de f) permite también obtener un producto inmunégeno
anti-FNTa final en el que la actividad citotoxica de FNTa ha sido completamente bloqueada, con valores de DEsg
(dosis eficazsg) superiores a 50 ng/ml, preferentemente superiores a 400 ng/ml, y algunas veces por lo menos de 10
pg/ml.

La evaluacion del valor de la capacidad de neutralizacién CNsy de FNTa de un producto inmundgeno anti-FNTa
segun la invencién se da a conocer con detalle en el Ejemplo 3 y se detalla brevemente a continuacion.

Un procedimiento tipico directa y fidedignamente utilizable por un experto en la materia para medir el valor de la
capacidad de neutralizacion (CNsg) de FNTa de un producto inmunégeno anti-FNTa comprende las etapas
siguientes:

a) administrar ratones con una combinacién del producto inmundgeno anti-FNTa que va a probarse y el adyuvante
completo de Freund (ACF), por via intramuscular;

b) el dia 21 después de la etapa a), administrar a los mismos ratones una combinacién del producto inmunégeno
anti-FNTa que va a probarse y adyuvante incompleto de Freund (AIF), por via intramuscular;

c) el dia 28 después de la etapa a), extraer muestras de sangre de cada ratén tratado en las etapas a) y b)
anteriormente;

d) determinar qué dilucion de los sueros que se originan de las muestras de sangre extraidas en la etapa c) inhibe
el 50% de actividad citotoxica de una cantidad convencional de FNTa;

Para realizar el procedimiento de evaluacion del valor de CNsg anterior, se mide la actividad citotoxica de FNTa
segun la prueba citotoxica convencional utilizando la estirpe celular L929. Preferentemente, la cantidad normal de
FNTa es de 20 ng/ml de concentracion final en los cultivos de células L929.

Tal como se describe en los ejemplos en la presente memoria, y especificamente en la Tabla 3 en la presente
memoria, el valor de DEsy consiste en la concentracion final de un producto inmunégeno anti-FNTa segun la
invencion que produce 50% de citotoxicidad en la prueba de citotoxicidad convencional de células L929.

Se ha descubierto que otra caracteristica que distingue un producto inmundégeno anti-FNTa segun la invencion forma
el producto inmundgeno estable descrito en la solicitud PCT n® WO 2004/024189 consiste en el DEsy, que es
superior a 50 ng/ml, y aun mas de 400 ng/ml, y a veces hasta 10 pg/ml, mientras que un DEsy de aproximadamente
15 ng/ml se obtuvo para el producto de la técnica anterior.

Sin querer estar ligado por ninguna teoria especifica, el solicitante cree que las mejores propiedades bioldgicas,
incluyendo la falta de actividad de FNT asi como la alta inmunogenicidad, del producto inmundgeno anti-FNTa
obtenido por el procedimiento segun la invencién ilustran que el producto inmunégeno anti-FNTa segun la invencion
es estructuralmente distinto de los productos inmundgenos estables dados a conocer en la solicitud
PCT n° WO 2004/024189, aunque pueden no ser facilmente detectables los cambios estructurales especificos.

La presente invencion también se refiere a un producto inmundégeno estable preparado por el procedimiento de la
invencion.

En determinadas formas de realizacion, la proteina transportadora consiste en KLH.

El porcentaje de moléculas de proteina transportadora y de proteinas de FNTa de interés unidas entre si por enlaces
covalentes por un producto inmunégeno de la invencion puede ser comprobado facilmente por un experto en la
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materia.

Por ejemplo, determinando el porcentaje de moléculas de FNTa unidas a moléculas de proteina transportadora por
un enlace covalente en un producto inmundgeno de la invencién podria hacerse utilizando las siguientes etapas:

(i) someter dicho producto inmunégeno en solucion a condiciones desnaturalizantes y reductoras;

(i) realizar una etapa de cromatografia por exclusion de tamafio con el producto obtenido al final de la etapa (ii)
durante la cual varios componentes de la proteina con masa molecular decreciente eluyen sucesivamente del
soporte de la cromatografia por exclusion de tamario;

(iii) medir la cantidad de moléculas de FNTa unidas por enlace covalente a la molécula transportadora en la
fraccion eluida que contiene los componentes proteicos con la mayor masa molecular;

(iv) comparar la cantidad de FNTa medido en la etapa (iii) con la cantidad total de FNTa incluida inicialmente en el
producto inmundgeno de partida.

En la etapa (i) del procedimiento para determinar el porcentaje de enlace covalente descrito anteriormente,
incubando una cantidad dada (en niumero de moles o en peso) del producto inmundgeno de la invencién en
condiciones desnaturalizantes y reductoras conduce a una disociacion de los enlaces débiles entre varios
componentes proteicos no unidos entre si por un enlace covalente.

Entre las condiciones desnaturalizantes preferidas existe la presencia de urea, por ejemplo, en la concentracion 8 M
final o la presencia de SDS, por ejemplo, en la concentracién 1% final en el peso total de la solucién que contiene el
producto inmundgeno. Entre las condiciones reductoras preferidas existe la presencia de B-mercaptoetanol, por
ejemplo en la concentracion 5% final del volumen total de la solucién que contiene el producto inmundgeno.

En la etapa (ii) del procedimiento para determinar el porcentaje de moléculas de FNTa y de moléculas de proteina
transportadora unidas entre si por enlaces covalentes, el soporte de la cromatografia de exclusion por tamafio es
seleccionado por un experto en la materia segun este conocimiento general de la técnica. Por ejemplo, el experto en
la materia puede hacer uso de soportes cromatograficos como los comercializados por Pharmacia Corporation bajo
las marcas comerciales "Superdex 75™, Superdex 200™ y Superdex 400™".

En la etapa (ii), la fraccién molecular que corresponde a la molécula transportadora unida por enlace covalente a las
moléculas FNTa eluye en primer lugar, antes de la(s) fraccién o fracciones eluida(s) que contiene el antigeno de
interés en forma libre. La cantidad de FNTa que eluye en forma libre corresponde a la fraccion del antigeno de
interés que no se unid por enlace covalente a la molécula transportadora, en el producto inmunégeno de partida. Es
en la fraccion de proteina de alto peso molecular que tiene lugar la medicién de la cantidad de FNTa unido por
enlace covalente a la molécula de proteina transportadora, por ejemplo, en una prueba inmunoenzimatica, en una
prueba radioinmunolégica o en una prueba de inmunofluorescencia, ya sea directa o indirecta ("sandwich") utilizando
anticuerpos especificos para FNTa y que no producen ninguna reaccion inmunoldgica cruzada con la molécula de
proteina transportadora.

En la etapa (iii) la cantidad de FNTa unida por enlace covalente a la molécula de proteina transportadora, que se
mide como se describié anteriormente en la presente memoria, se compara con la cantidad inicial de FNTa que esta
incluida en la cantidad utilizada (en nimero de moles o en peso) del producto inmundgeno de partida y el porcentaje
de de FNTa se calcula de este modo, que esta unido por enlace covalente a la molécula de proteina transportadora,
en el producto inmundégeno de la invencion.

El porcentaje de moléculas de proteina transportadora y de FNTa unida entre si por enlaces covalentes, en un
producto inmundégeno de la invencion, puede comprobarse faciimente por un experto en la materia, utilizando un
segundo procedimiento que comprende las etapas siguientes:

a) inmovilizar un soporte de anticuerpos especificamente producidos contra la proteina transportadora;

b) poner en contacto los anticuerpos producidos contra la proteina transportadora, que fueron inmovilizados en el
soporte en la etapa a), con una cantidad conocida de moléculas del producto inmunégeno que va a probarse que
comprende dicha proteina transportadora y FNTaq;

c) eliminar las moléculas del producto inmundégeno que no estan unidos a los anticuerpos antiproteina
transportadora inmovilizada en la etapa a), mediante una solucidén acuosa tamponante que comprende uno o
mas agentes desnaturalizantes de proteinas;

d) d1) poner en contacto (i) complejos inmundgenos formados en la etapa c) entre los antiproteina transportadora
inmovilizada en las moléculas del producto inmundégeno con (ii) anticuerpos especificamente producidos contra la
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proteina transportadora;

d2)independientemente de la etapa d1), poner en contacto los complejos inmundgenos formados en la etapa c)
entre los anticuerpos inmovilizados antiproteina transportadora y las moléculas del producto inmundgeno con
(i) anticuerpos especificamente producidos contra FNTq;

e)el) cuantificar los anticuerpos afiadidos en la etapa d1) que se han unido a la proteina transportadora;
e2)cuantificar los anticuerpos afiadidos en la etapa d2) que se han unido a FNTq;

f) calcular la relacion entre:
(i) la cantidad de anticuerpos unidos antiproteina transportadora medida en la etapa e1); y
(i) la cantidad de anticuerpos unidos a anti-FNTa medida en la etapa e2),

consistiendo dicha relacién en la proporcion de moléculas de proteina transportadora y de moléculas de FNTa
unidas entre si por enlaces covalentes, con el producto inmunégeno de partida.

En la etapa c) del procedimiento descrito anteriormente, la utilizacion de la solucién acuosa de lavado que contiene
uno o mas agentes desnaturalizantes de proteinas conduce a una desnaturalizacién del producto inmundgeno unido
a los anticuerpos antiproteina transportadora, dando como resultado la liberacién, en la soluciéon de lavado, de
moléculas de FNTa que no estan unidas por enlace covalente a las moléculas de proteina transportadoras. Por
consiguiente, en la etapa d2) del procedimiento, solamente se cuantifican las moléculas de FNTa que estan unidas
por enlace covalente a las moléculas de proteina transportadoras.

Preferentemente, la solucién desnaturalizante tamponante utilizada en la etapa c) contiene un tensioactivo tal como
Tween® 20, en una concentracion final de 0,1 v/v.

En las etapas d1) y d2), las cantidades de anticuerpos unidos se miden preferentemente mediante incubacién de los
complejos antigeno-anticuerpos formados al final de cada una de dichas etapas con el nuevo anticuerpo que esta
marcado mediante una molécula detectable, respectivamente:

(i) en la etapa d1), un nuevo anticuerpo se dirige contra un anticuerpo de anti-proteina transportadora y se marca
con una molécula detectable;

(i) en la etapa d2), un nuevo anticuerpo se dirige contra un anticuerpo anti-FNTa y se marca con una molécula
detectable.

La molécula detectable es indistintamente una molécula radioactiva, una molécula fluorescente o una enzima. Como
enzima, puede utilizarse mas especificamente la peroxidasa, poniéndose de manifiesto su presencia por
colorimetria, después de la incubacién con el sustrato orto-fenilendiamina (OPD).

Un protocolo detallado del procedimiento mencionado anteriormente se describe en los ejemplos.

A titulo ilustrativo, se ha derepresentado segun la invencién, utilizando el primer o el segundo de los métodos de
cuantificacion descritos anteriormente que: en el producto inmunégeno que comprende heterocomplejos entre la
molécula transportadora KLH y las moléculas FNTa humanas, menos del 40% de las moléculas de FNTa estan
unidas por enlace covalente a la molécula transportadora KLH.

Para preparar una composicion inmunégena o de la vacuna de la invencion, el producto inmunégeno estable
obtenido por el procedimiento segun la invencién se ajusta a una concentracion apropiada, opcionalmente
combinada con un adyuvante de la vacuna adecuado, y envasado para su utilizacion.

La presente invencion también se refiere a una composicion inmundégena que comprende (i) un producto
inmundégeno estable que comprende heterocomplejos antigénicos de FNTa y una proteina transportadora preparada
por el procedimiento dado a conocer en la presente memoria o (ii) un producto inmunégeno estable que comprende
heterocomplejos antigénicos de FNTa y una proteina transportadora descrita anteriormente, en combinacién con uno
0 mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

La presente invencién se refiere también a una composicién de vacuna que comprende (i) un producto inmundgeno
estable que comprende heterocomplejos antigénicos de FNTa y una proteina transportadora preparada por el
procedimiento dado a conocer en la presente memoria o (ii) un producto inmundgeno estable que comprende
heterocomplejos antigénicos de FNTa y una proteina transportadora descrita anteriormente, en combinacién con uno
0 mas inmunoadyuvantes.
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Tal como se utiliza en la presente memoria el término "adyuvante" se refiere a su significado ordinario de cualquier
sustancia que aumenta la respuesta inmunitaria a un antigeno con el que se mezcla. Los adyuvantes utiles en la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a, geles minerales de Freund tales como el hidréxido de aluminio, y
sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones de aceite,
hemocianina de la lapa californiana y dinitrofenol. BCG (bacilo de Calmette-Guerin) y Corynebacteruim parvum son
adyuvantes potencialmente utiles.

Cualquier adyuvante conocido en la técnica puede utilizarse en la composicion de vacuna anterior, incluyendo los
adyuvantes a base de aceite tales como el adyuvante completo de Freund y el adyuvante incompleto de Freund,
adyuvantes a base de micolato (por ejemplo, dimicolato trehalosa), lipopolisacarido (LPS) bacteriano,
peptidoglucanos (es decir, mureinas, mucopéptidos o glucoproteinas tales como N-Opaca, dipéptido de muramilo
[DPM] o analogos de DPM), proteoglucanos (por ejemplo, extraidos de Klebsiella pneumoniae), preparaciones de
estreptococos (por ejemplo, OK432), Biostim. TM. (por ejemplo, 01K2), los "Iscoms" de las patentes EP 109 942, EP
180 564 y EP 231 039, hidréxido de aluminio, saponina, DEAE-dextrano, aceites neutros (tal como migliol), aceites
vegetales (tal como el aceite de cacahuete), liposomas, polioles Pluronic.RTM., sistema adyuvante de Ribi (véase,
por ejemplo GB-A-2 189 141), o interleucinas, particularmente las que estimulan la inmunidad mediada por células.
Un adyuvante alternativo que consiste en extractos de Amycolata, un género de bacterias del orden de
Actinomycetales, se ha descrito en la patente US n°® 4.877.612. Ademas, estan comercializadas mezclas de
adyuvantes patentadas. El adyuvante utilizado dependera, en parte, del organismo receptor. La cantidad de
adyuvante a administrar dependera del tipo y tamafio del animal. Las dosis 6ptimas pueden determinarse facilmente
por procedimientos de rutina.

Los adyuvantes adecuados comprenden, de manera no limitativa, tensioactivos, por ejemplo, hexadecilamina,
octadecilamina, lisolecitina, bromuro de dimetildioctadecilamonio, N,N-dioctadecil-N’-N-bis(2-hidroxietil-propano
diamina), metoxihexadecil-glicerol, y polioles plurénicos; polaniones, por ejemplo, pirano, sulfato de dextrano, poli IC,
acido poliacrilico, carbopol, péptidos, por ejemplo, dipéptido de muramilo, MPL, aimetilglicina, tuftsina, emulsiones
de aceite, alumbre y mezclas de los mismos. Otros adyuvantes potenciales incluyen subunidades de péptido B de la
toxina de E. coli 1abil al calor o de la toxina del célera. McGhee, J. R. et al., "On vaccine development", Sem.
Hematol., 30:3-15 (1993).

Las propiedades adyuvantes de la saponina se conocen hace tiempo, en cuanto que tienen capacidad para
aumentar los valores de anticuerpos para inmunoégenos. Tal como se utiliza en la presente memoria, el término
"saponina" se refiere a un grupo de glucésidos tensioactivos de origen vegetal compuestos de una zona hidroéfila
(normalmente varias cadenas de azucares) junto con una zona hidréfoba de estructura esteroide o triterpenoide.
Aunque la saponina esta disponible en un némero de fuentes diversas, las saponinas con actividad adyuvante util
han procedido del arbol sudamericano Quillaja saponaria (Molina). La saponina de esta fuente se utiliz para aislar
una fraccion "homogénea" denominada "Quil A" (Dalsgaard, K., (1974), Arch. Gesamte Virusforsch. 44:243).

La reactividad de la dosis en el sitio es una preocupacion principal tanto para la utilizacion veterinaria como humana
de Quil A en preparaciones de vacuna. Una manera de evitar esta toxicidad de Quil A es la utilizacion de un
complejo inmunoestimulante (conocido como ISCOM.TM., abreviatura para Immuno Stimulating Complex (Complejo
Inmunoestimulante)). Esto es principalmente porque Quil A es menos reactivo cuando esta incorporado en
complejos inmunoestimulantes, porque su asociacion con el colesterol en el complejo reduce su capacidad para
unirse al colesterol en las membranas celulares y por consiguiente sus efectos liticos celulares. Ademas, se requiere
una cantidad menor de Quil A para generar un nivel similar de efecto adyuvante.

Las propiedades inmunomoduladoras de las saponinas de Quil A y los beneficios adicionales que se derivan de
estas saponinas cuando se incorporan a un complejo inmunoestimulante se han descrito en varias publicaciones,
por ejemplo, Cox y Cox, J. C. y Coulter, A. R., Advances in Adjuvant Technology and Application in Animal Parasite
Control Utilising Biotechnology, Capitulo 4, Ed. Yong, W. K. CRC Press (1992); Cox, J. C. y Coulter, A. R. (1997)
Vaccine 15(3):248-256; Cox, J. C. y Coulter, A. R. (1999) BioDrugs 12(6): 439-453; Dalsgaard, (1974)
(anteriormente); Morein et al. (1989) "Immunostimulating complex (ISCOM)", In "Vaccines: Recent Trends and
Progress". G. Gregoriadis, A. C. Allison y G. Poster (Eds.). Plenium Press, Nueva York, pag. 153; memorias de
patentes australianas n® 558258, n°® 589915, n°® 590904 y n° 632067.

Los ISCOM clasicos se forman por combinacion de colesterol, saponina, fosfolipido e inmundégenos, tales como las
proteinas de la envoltura virica, composiciones de la matriz de ISCOM (conocidas como ISCOMATRIX.TM.) estan
formadas idénticamente, pero sin proteinas viricas. Los ISCOM parecen estimular tanto las respuestas inmunitarias
humorales como las celulares. Los ISCOM se han preparado con proteinas de varios virus incluyendo VSH-1, CMV,
VEB, virus de la hepatitis B (VHB), virus de la rabia y virus de la gripe, véase por ejemplo, I. G. Barr et al., Adv. Drug
Delivery Reviews, 32:247-271 (1998). Se ha observado que cuando el ADN desnudo o los polipéptidos de agentes
infecciosos son poco inmundgenos cuando se proporcionan por si mismos, la inclusién en los ISCOM ha aumentado
su inmunogenicidad. Varias proteinas formuladas con los ISCOM se ha derepresentado que producen CTL
principalmente en modelo de roedores. Berzofsky (1991), Biotechnol.Ther., 2:123-135; Hsu et al., (1996), Vaccine
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14:1159.1166; Lipford et al., (1994), Vaccine 12:73-80; Mowat et al., (1991), Immunology 72:317-322; Osterhaus et
al., (1998), Dev. Biol. Stand., 92:49-58; Rimmelzwaan et al., (1997), J. Gen. Virol., 78 (pt.4):757-765; Sambhara et
al., (1998), J. Infect. Dis., 177:1266-1274; Sambhara et al., (1997), Mech. Aging Dev., 96:157-169; Sjolander et al.,
(1997), Vaccine 15:1030-1038; Sjolander et al., (1998), J. Leukoc. Biol., 64:713-723; Takahashi et al., (1990), Nature
344:873-875; Tarpey et al., (1996), Vaccine 14:230-236; Trudel et al., (1987), Vaccine 10:107-112; Verschoor et al.,
(1999), J. Virol., 73:3292-3300; Villacres-Eriksson (1995), Clin. Exp. Immunol., 102:46-52, Zugel et al., (1995), Eur. J.
Immunol., 25:451-458.

La asociacion entre un producto inmundégeno estable obtenido por el procedimiento de la invenciéon y un adyuvante
se cree que es importante para la produccién éptima de respuestas inmunitarias. Se han hecho numerosos estudios
que confirman esta hipétesis incluyendo el trabajo con virosomas y los ISCOM.TM. (Ennis, F. A., Crux, J., Jameson,
J., J. Klein, M., Burt, D. y Thipphawong, J. 1999, Virology 259: 256-261, Zurbriggen, R., Novak-Hofer, I., Seelig, A. y
Gluck, R. (2000), Progress in lipid Research 39: 3-18., Voeten, J. T. M., Nieuwkoop, N. J., Lovgren-Bengtsson, K.,
Osterhaus, D. M. E. y Rimmelzwaan, G. F., 2000. Eur. J. Imm. (Presentada)). Por lo general la asociacién entre
ISCOM.TM y antigeno se ha conseguido por incorporacion de antigenos anfipaticos en la estructura de ISCOM.TM
durante la formacioén (Morein, B., B. Sundquist, S. Hoglund, K. Dalsgaard, y A. Osterhaus. 1984. Nature 308:457). La
incorporacion fue mediante interacciones hidréfobas. Mas recientemente los procedimientos para asociar antigenos
con un complejo inmunoestimulante preformado exento de proteinas (ISCOMATRIX.TM.) utilizando quelacion e
interacciones electrostaticas se han alterado (solicitudes de patentes internacionales n° PCT/AU98/00080-WO
98/36772 y PCT/AU00/00110).

En determinadas formas de realizacion de una composiciéon de vacuna segun la invencion, dicha composicion de
vacuna comprende, como excipientes farmacéuticos, uno o mas vehiculos inorganicos cargados. Los ejemplos de
vehiculos organicos cargados que son adyuvantes adecuados para su utilizacion en la presente invencion,
comprenden de manera no limitativa, saponina, complejos de saponina, uno cualquiera 0 mas componentes del
complejo inmunoestimulante de saponina, colesterol y lipido conocido como ISCOMATRIX.TM. (por ejemplo el
componente de saponina y/o el componente de fosfolipido), liposomas o emulsiones de aceite en agua. La
composicion y preparacion de ISCOMATRIX.TM. Se describe con detalle en la solicitud de patente internacional n°
PCT/SE86/00480, patentes australianas n° 558258 y n° 632067 y en la publicacion de la patente europea n® 0 180
564. Mas ejemplos de adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, los detallados en las publicaciones de Cox y
Coulter, 1992, 1997 y 1999. Debe sobreentenderse que el vehiculo organico presente puede ser natural o puede
obtenerse por sintesis o por recombinacién.

Las composiciones de la vacuna pueden incluir también ademas adyuvantes para aumentar la eficacia de la
composicion. Los adyuvantes adecuados incluyen, pero no se limitan a: (1) sales de aluminio (alumbre), tales como
hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, etc.; (2) formulaciones de emulsion de aceite en agua
(con o sin otros agentes inmunoestimulantes especificos tales como péptidos de muramilo (véase a continuacién) o
componentes de la pared celular bacteriana), tales como por ejemplo (a) MF59 (Publ. PCT n°® WO 90/14837) que
contienen 5% de escualeno, 0,5% de Tween 80 y 0,5% de Span 85 (que contienen opcionalmente varias cantidades
de MTP-PE (véase a continuacién), aunque no se necesite) formuladas en particulas submicrénicas, (b) SAF que
contiene 10% escualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polimero plurénico bloqueado, y thr-MDP (véase mas adelante)
microfluidizada en una emulsiéon submicrénica o agitada para generar una emulsion de tamafo de particula grande,
y (c) sistema adyuvante Ribi.TM. (RAS), (Ribi Immunochen, Hamilton, Mont.) que contiene 2% de escualeno, 0,2%
de Tween 80 y uno o mas componentes de la pared celular bacteriana procedente del grupo constituido por
monofosforilipido A (MPL), dimicolato de trehalosa (DMT) y esqueleto de la pared celular (CWS), preferentemente
MPL + CWS (Detox.TM.); (3) adyuvantes de saponina, tal como Stimulon.TM. (Cambridge Bioscience, Worcester,
Mass.); (4) adyuvante completo de Freund (ACF) y adyuvante incompleto de Freund (AIF); (5) citocinas tales como
interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, etc.), interferones (por ejemplo, interferébn gamma),
factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), etc.; (6) mutantes desintoxicados de una toxina bacteriana
de ribosilacion de ADP tal como una toxina del célera (TC), una toxina de tos ferina (PT) o una toxina de E.coli 1abil
al calor (LT), particularmente LT-K63, LT-R72, CT-S109, PT-K9/G129; véase, por ejemplo, los documentos WO
93/13302 y WO 92/19265; (7) otras sustancias que actian como agentes inmunoestimulantes para aumentar la
eficacia de la composicioén; y (8) microparticulas con macromoléculas adsorbidas, como se describe en la solicitud
de patente internacional n® PCT/US99/17308. Se prefieren alumbre y MF59.

Tal como se menciond anteriormente, los péptidos de muramilo adecuados incluyen, pero no se limitan a, N-acetil-
muramil-L-treonil-D-isoglutamina  (thr-MDP), N-acetil-normauramil-L-alanil-D-isoglutamina  (nor-MDP), N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutamil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-s-n-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina  (MTP-PE),
etc.

Mas adyuvantes para provocar una respuesta de la mucosa o generalizada contra un compuesto inmunégeno segun
la invencion puede ser la que se describe en el libro de Vogel et al. (Vogel F.R., Powell M.F. y Alving C. R., "A
compendium of vaccine adjuvants and excipients"; 22 edicion; Vogel F.R. y Powell MF, 1995, "A summary
compendium of vaccine adjuvants and excipients". En: Powell M.F., Newman M.J. eds. "Vaccine design: the subunit
and adjuvants approach". Nueva York: Plenum publishing, 1995; 141-228)).
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Generalmente, los adyuvantes que pueden estar comprendidos en una composiciéon de vacuna segun la invencion
comprenden:

(i) Adyuvantes tipo gel, tal como el hidroxido de aluminio o el fosfato de aluminio (Glenny A.T. et al., 1926; J. Phatol.
Bacteriol.; Vol. 29: 38-45; Gupta R. K. y Siber G. R., 1994, Biologicals; Vol. 22: 53-63);

(ii) Adyuvantes microbianos, tales como:

Motivos CpG de ADN (Chu R. S. et al., 199; J. Exp. Med.; Vol. 186:1623-1631); monofosforil lipido A
(Schneerson R. et al., 1991; J. Immunol.; Vol. 147: 2136-2140); toxina del coélera (Holmgren J. et al., 1993;
Vaccine; Vol. 11: 1179-1184; Okahashi N. et al., 1996; Infect. Immun,; Vol. 64: 1516-1525);

Toxina de E. coli 1abil al calor (Lycke N. et al., 1992; Eur. J. Immunol.; Vol. 22: 2277-2281; de Haan L. et al.,
1996; Vaccine; Vol. 14: 260-266; Chong C. et al., 1998. Vaccine; Vol. 16: 732-740);

Toxina de tosferina (Roberts M. et al., 1995; Infect. Immun.; Vol. 63: 2100-2108; Mu H. H. y Sewell W. A.,
1994; Immunology; Vol. 83: 639-645);

Dipéptido de muramilo (Ellouz F. et al., 1974; Biochem. Biophys. Res. Commun.; Vol. 59: 1317-1325); Cohen
L.Y. et al., 1996; Cell Immunol.; Vol. 169: 75-84);

(iii) Emulsion en aceite y adyuvantes a base de emulsionante, tales como:

Adyuvante incompleto de Freund (Dhiman N. et al., 1997; Med. Microbiol. Immunol., (Berlin); Vol. 186: 45-51;
Putkonen P. et al., 1994; J. Med. Primatol.; Vol. 23: 89-94);

MF59 (Dupuis M. et al., 1998; Cell Immunol.; Vol. 186: 18-27; Kahn J.O. et al., 1994; J. Infect. Dis.; Vol. 170:
1288-1291; Ott G. et al., 1995; Vaccine. Vol. 13: 1557-1562);

SAF (Allison A. C. 1998; Dev. Biol. Stand.; Vol. 92: 3-11; Gupta R. K. et al., 1993; Vaccine; Vol. 11: 293-306;
Byars N.E. et al., 1994; Vaccine; Vol. 12: 200-209);

(iv) Adyuvantes en particulas, tales como:

Complejos inmunoestimulantes (ISCOM) (Putkonen P. et al., 1994; J. Med. Primatol.; Vol. 23: 89-94; Gupta R.
K. et al., 1993; Vaccine; Vol. 11: 293-306; Sjolander A. et al., 1997; Cell Immunol.; Vol. 177: 69-76);

liposomas (Richards R. L. et al., 1998; Infect Immun.; Vol. 66: 2859-2865; Fernandes |. et al., 1997; Mol.
Immunol.; Vol. 34: 569-576);

microesferas biodegradables (Men Y. et al., 1996; Vaccine; Vol. 14: 1442-1450; Shahin R. et al., 1995; Infect.
Immun.; Vol. 63: 1195-1200);

saponinas (QS-21) (Newman M. J. et al., 1992; J. Immunol.; Vol. 148: 2357-2362; Neuzil K. M. et al., 1997;
Vaccine; Vol. 15: 525-532);

(v) Adyuvantes sintéticos, tales como:

copolimeros no idnicos de bloque (Hunter R. L. et al., 1994; AIDS Res. Hum. Retroviruses; Vol. 10 (Supl. 2);
S95 - S98; Newman M. J. et al., 1997; Mech. Ageing Dev.; Vol. 93: 189-203);

analogos del péptido de muramilo (Cohen L.Y. et al., 1996; Cell Immunol.; Vol. 169: 75-84; Fast D. J. y Vosika
G. J. 1997; Vaccine; Vol. 15: 1748-1752; Bahr G. M., et al., 1995; Int. J. Immunopharmacol.; Vol. 17: 117-
131);

polifosfazeno (Payne L.G. et al., 1998; Vaccine; Vol. 16: 92-98);

polinucleétidos sintéticos (Johnson A. G., 1994; Clin. Microbiol. Rev.; Vol. 7: 277-289; Harrington D.G. et al.,
1979; Infect. Immun.; Vol. 24: 160-166); y

(vi) citocinas, tales como:

IFN-y (Odean M. J. et al., 1990; Infect. Immun.; Vol. 58: 427-432);
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- interleucina-2 (Nunberg J. et al., 1989; Proc. Natl. Acad. Sci. USA; Vol. 86: 4240-4243);

- interleucina-12 (Luis C. et al., 1994; Science; Vol. 263: 235-237; Bliss J. et al., 1996; J. Immunol.; Vol. 156:
887-894; Jankovic D. et al., 1997, J. Immunol.; Vol. 159: 2409-2417).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere por lo tanto a la utilizacion de un producto inmundégeno estable de
una composicion de vacuna definida anteriormente para provocar una respuesta inmunitaria en un mamifero
incluyendo una respuesta inmunohumoral en la que los anticuerpos neutralizan las propiedades inmunosupresoras,
apoptésicas o angidégenas de la citocina natural.

Otro objeto de la invencién consiste en un procedimiento para inducir la produccién de anticuerpos que neutralizan la
actividad de FNTa natural en un mamifero, que comprende una etapa de administracion a dicho mamifero (i) de una
composicién de vacuna dada a conocer anteriormente o (ii) un producto inmundégeno estable que comprende
heterocomplejos antigénicos de FNTa y una proteina transportadora como la descrita anteriormente junto con uno o
mas inmunoadyuvantes.

Las composiciones de la vacuna opcionalmente pueden incluir diluyentes liquidos, semisolidos o soélidos
farmacéuticamente aceptables (es decir, estériles e inocuos) compatibles con la vacuna que sirven como vehiculos,
excipientes o medios farmacéuticos. Cualquier diluyente conocido en la técnica puede utilizarse. Los diluyentes a
titulo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, monolaurato de polioexietilen-sorbitan, estearato de magnesio,
hidroxibenzoato de metilo y de propilo, talco, alginatos, almidones, lactosa, sacarosa, dextrosa, sorbitol, manitol,
goma de acacia, fosfato de calcio, aceite mineral, manteca de cacao y aceite de teobroma.

Una composicién de vacuna segun la invencion puede comprender ademas uno o mas vehiculos y/o diluyentes
farmacéuticamente aceptables, tales vehiculos incluyen cualquier vehiculo que no induzca el mismo la produccién
de una respuesta nociva al individuo que recibe la composiciéon. Los vehiculos adecuados son por lo general
macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente tales como las proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos,
acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacido, agregados lipidicos (tales como gotitas
de aceite o liposomas) y particulas de virus inactivos. Dichos vehiculos son bien conocidos por cualquier experto en
la materia.

Las composiciones de la vacuna segun la invencién por lo general pueden contener también diluyentes, tales como
agua, solucion salina, glicerol, etanol, etc. Ademas, pueden estar presentes en las composiciones sustancias
auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias tamponantes de pH, y similares.

Las preparaciones adecuadas de las vacunas de la presente invencion incluyen soluciones o suspensiones
inyectables, liquidas. Pueden prepararse también formas soélidas adecuadas para la solucién o la suspensién en un
vehiculo liquido farmacéuticamente aceptable antes de la inyeccidon. La preparacion de la vacuna puede
emulsionarse. Las sustancias adicionales que pueden incluirse en un producto para su utilizacion en los presentes
procedimientos incluyen, uno o mas conservantes tales como la sal disddica o tetrasédica del acido etilendiamin-
tetracético (EDTA), mertiolato y similares.

Las composiciones de la vacuna opcionalmente pueden incluir diluyentes liquidos, semisolidos o soélidos
farmacéuticamente aceptables (es decir, estériles e inocuos) compatibles con la vacuna que sirven como vehiculos,
excipientes o medios farmacéuticos. Puede utilizarse cualquier diluyente conocido en la técnica. Los diluyentes a
titulo de ejemplo incluyen, monolaurato de polioexietilen-sorbitan, estearato de magnesio, hidroxibenzoato de metilo
y de propilo, talco, alginatos, almidones, lactosa, sacarosa, dextrosa, sorbitol, manitol, goma de acacia, fosfato de
calcio, aceite mineral, manteca de cacao y aceite de teobroma.

Las composiciones de las vacunas pueden estar envasadas en formas convenientes para el suministro. Las
composiciones pueden estar contenidas dentro de una capsula, comprimido oblongo, bolsita, sello, gelatina,
papeleta u otro recipiente. Estas formas de suministro se prefieren cuando son compatibles con la introduccion de la
composicién inmundgena en el organismo receptor y, particularmente cuando la composicion inmunégena se esta
suministrando en forma de dosis unitaria. Las unidades de dosificacion pueden envasarse, por ejemplo, en
comprimidos, capsulas, supositorios o sellos.

Las formas adecuadas para utilizacion inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (solubles en agua) o
dispersiones y polvos estériles para la preparacion improvisada de soluciones o dispersiones inyectables estériles.
Deben ser estables en las condiciones de preparacion y almacenamiento y deben conservarse contra la accion
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. La prevenciéon de la acciéon de los
microorganismos puede ser causada por varios agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido sérbico o timerosal. En muchos casos, resultara preferido incluir agentes isoténicos, por
ejemplo, azucares o cloruro sddico. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede ser causada
por la utilizacién en las composiciones de agentes que retardan la absorcién, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina.
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Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los compuestos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con varios de los demas ingredientes mencionados anteriormente, segun se requiera, seguido
de esterilizacion en filtro. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos principios activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los demés ingredientes requeridos
de los enumerados anteriormente. En el caso de los polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparaciéon son el secado al vacio y la técnica de liofilizacidon que proporciona
un polvo del principio activo mas algun ingrediente adicional deseado de la solucién previamente filtrada estéril del
mismo.

Cuando el compuesto inmundgeno activo segun la invencion esta protegido adecuadamente, puede ser
administrado por via bucal, por ejemplo, con un diluyente inerte o con un vehiculo asimilable comestible, o puede
estar incluido en una cépsula de gelatina de carcasa dura o blanda, en comprimidos o incorporada directamente con
el alimento de la dieta. Para la administracion terapéutica bucal, el compuesto inmunégeno activo segun la invencion
puede estar incorporado con excipientes y utilizado en forma de comprimido ingerible, comprimidos bucales, grajeas,
capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Dichas composiciones y preparaciones de vacunas
deberian contener por lo menos 1% en peso de compuesto inmundgeno activo. El porcentaje de las composiciones
y preparaciones, desde luego, puede variarse y puede convenientemente estar comprendido entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 80% del peso de la unidad. La cantidad de compuesto inmundgeno activo
en dichas composiciones de vacunas terapéuticamente Utiles, es tal que se obtenga una dosis adecuada. Las
composiciones o preparaciones de vacunas preferidas segun la presente invencidén se preparan de modo que una
forma de dosis unitaria contenga entre aproximadamente 0,1 g y 2.000 mg de compuesto inmundgeno activo.

Una composicion de vacuna segun la invencion adecuada para administracion bucal puede prepararse también en
forma de una solucion liquida, incluyendo una formulacion liquida en aerosol.

Las formulaciones liquidas en aerosol contienen el producto inmundgeno y un agente dispersante en un diluyente
fisiolégicamente aceptable. Las formulaciones en polvo seco en aerosol de la presente invenciéon consisten en una
forma solida finamente dividida del producto inmunégeno y un agente dispersante. Con la formulaciéon en aerosol
liguido o en polvo seco, la formulacidon debe ser aerosolizada. Es decir, debe ser descompuesta en particulas
liquidas o sélidas con objeto de asegurar que la dosis aerosolizada realmente alcance las membranas de la mucosa
de los vasos nasales o los pulmones. La expresion "particula de aerosol" se utiliza en la presente memoria para
describir la particula liquida o sodlida adecuada para administracion nasal o pulmonar, es decir, que alcance las
membranas de la mucosa. Otras consideraciones, tal como la construccion del dispositivo de administracion, los
componentes adicionales en la formulacion y las caracteristicas de la particula son importantes. Estos aspectos de
administracion pulmonar de un farmaco son bien conocidos en la materia, y la manipulacién de las formulaciones,
los medios de aerosolizacién y la construccion de un dispositivo para administracion requieren a lo sumo
experimentacién de rutina por cualquier experto en la materia. En una forma de realizacion especifica, el diametro
dinamico medio de la masa sera de 5 micrometros o inferior con el fin de asegurar que las particulas del farmaco
alcanzan los alvéolos pulmonares [Wearley, L. L., Crit. Rev. in Ther. Drug Carrier Systems 8:333 (1991)].

Los sistemas de administracion del aerosol, tales como el inhalador presurizado de la dosis dosificada y el inhalador
de polvo seco se dan a conocer en Newman, S. P., (Aerosols and the Lung, Clarke, S. W. y Davia, D. editores, pags.
197-22), y puede utilizarse en relacion con la presente invencion.

Las composiciones de vacunas segun la invencion pueden administrarse al paciente que ha de inmunizarse por
cualquier procedimiento convencional, incluyendo, por ejemplo, por via bucal, intravenosa, intradérmica,
intramuscular, intramamaria, intraperitoneal o por inyeccidon subcutanea; por administracién bucal, transdérmica,
sublingual, intranasal, anal o vaginal. El tratamiento puede consistir en una sola dosis o en varias dosis durante un
periodo.

La presente invencion se ilustra con mayor detalle mediante las figuras y ejemplos a continuacion.
Figuras

La figura 1 consiste en un esquema que ilustra el procedimiento general para la preparacién de un producto
inmundgeno estable segun la invencion.

La figura 2 ilustra la respuesta humoral en ratones inmunizados con (A) KLH sola o (B) un producto inmundgeno
estable preparado como se da a conocer en el Ejemplo 1. Abscisa: individuos; ordenada: valores de anticuerpo anti-
FNTa de IgG.

La figura 3 ilustra la actividad neutralizante anti-FNTa de los anticuerpos del suero producidos por ratones
inmunizados por (A) KLH sola o (B) un producto inmundgeno estable preparado tal como se da a conocer en el
Ejemplo 1. Cada curva corresponde al suero sanguineo de un raton. Abscisa: porcentaje de neutralizacion de la
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actividad del FNTa; ordenada: dilucién del suero.

La figura 4 ilustra la respuesta humoral de macacos Rhesus inmunizados con (A) KLH sola, (B) 20 ug de un
producto inmunogeno estable preparado como se da a conocer en el Ejemplo 1 y (C) 80 ug de un producto
inmunégeno estable preparado como se da a conocer en el Ejemplo 1. Abscisa: dias después de la primera
inyeccion; ordenada: valores del anticuerpo anti-FNTa de 1gG.

La figura 5 ilustra la actividad neutralizante anti-FNTa de los anticuerpos del suero producidos por ratones
inmunizados con (A) KLH sola o (B) 20 pug de un producto inmundégeno estable preparado tal como se da a conocer
en el Ejemplo 1y (C) 80 ug de un producto inmunégeno estable preparado tal como se da a conocer en el Ejemplo
1. Abscisa: porcentaje de neutralizacion de la actividad del FNTa; ordenada: dilucién del suero.

La figura 6 ilustra la respuesta humoral de B6.SJL-Tg(FNT) FNTa hu transgénico en ratones N2 inmunizados con
(A), tampén PBS de referencia, (B) KLH sola, (C) de un producto inmunégeno estable preparado como se da a
conocer en el Ejemplo 1 y (D) de un producto inmundgeno estable preparado como se da a conocer en el Ejemplo 1
combinado con metotrexato. Abscisa: individuos; ordenada: valores del anticuerpo anti-FNTa de IgG.

La figura 7 ilustra las puntuaciones clinicas de las artritis determinadas en FNTa hu B6.SJL-Tg(FNT) N2 transgénico
inyectado con:

- NaCl (+);

- KLH sola (m);

- un producto inmundégeno estable preparado como se da a conocer en el Ejemplo 1;
[A]y

-- un producto inmunégeno estable preparado como se da a conocer en el Ejemplo 1 combinado con metotrexato

(w)
Abscisa: dias después de la primera inyeccidn; ordenada: puntuaciones clinicas de la artritis.
La figura 8 ilustra la caracterizacion de FNTa h-quinoide.

Figura 8-a) 1: Marcadores de P.M. RPN800, 2: KLH (0,8 ug), 3: FNTa h (0,8 ug), 4: 3 ug de quinoide cargado en
SDS-PAGE al 12%. Revelado por tincién con plata o inmunotransferencia Western.

Figura 8-b) Autorradiograma: 1: marcadores de P.M.; 2: 125I-FNTa h; 3: quinoide marcado en FNTa hu; 4: quinoide
marcado en KLH; 5: 1251-KLH.

Figura 8-c) Quinoide (50 ug) filtrado en una columna de superosa 6 (10 x 300). Elucién en 0,2 ml con DBPS. Se
calibré previamente la columna por una serie aplicada de marcadores de P.M.

Figura 8-d) Evaluacion comparativa de la actividad biolégica de FNTa () y quinoide (¢) en células 9L29. e) Unién
comparativa de FNTa al receptor | (¢) y Il (m) y quinoide al receptor | (0) y Il (o).

La figura 9 ilustra la respuesta del anticuerpo en ratones TTg y Balb/c.

Figura 9-a) Titulo de Ab anti-FNTa en el suero en quinoide, FNTa inactivado (iFNTa) o TTg inmunizado con KLH
comparado con ratén Balb/c.

Figura 9-b) a 9-e) Evaluacién en ratones inmunizados con quinoide (0) y KLH (¢)
Figura 9-b) capacidad neutralizante segun la dilucién en el suero,

Figura 9-c) capacidad neutralizante del suero en funcién del tiempo,

Figura 9-d) inhibicion de la uniéon de FNTa hu del suero al receptor I,

Figura 9-e) capacidad neutralizante de IgG,

Figura 9-f) inhibicion en IgG de la unién al receptor | de FNTa.

Régimen de inmunizacién 1: 2 inyecciones i.m. de 20 ug 3 semanas separadas y refuerzo (5 ug a las 6 semanas); 2:
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2 inyecciones i.m. de 10 pg y un refuerzo de 5 ug.

La figura 10 ilustra la inmunidad mediada por células de esplenocitos de ratén a FNTa h.

Esplenocitos purificados de KLH (n = 3) (¢) y ratones inmunizados con quinoide (n = 2) (¢). Se inmunizaron ratones
Balb/cy TTg los dias 1, 8 y 29. Se realiz6 un refuerzo el dia 90 y se extirparon los bazos en el sacrificio (dia 120). Se
estimularon los esplenocitos in vitro durante 96 h con a) FNTa h, b) FNTa murino (muFNTa) y c) antigeno de KLH.
Se midié la proliferacion de las células especificas por incorporacion de 3H-timidina y se expresé como indice de
estimulacion (Figura 10-A) o IL2 (Figura 10-B) e IFN-y (Figura 10-C) la produccion en el sobrenadante del cultivo
después de 44 h y 72 h respectivamente (véase el apartado Materiales y procedimiento).

La figura 11 demuestra que una vacunacién con FNTa hu quinoide mejora la artritis clinica en ratones transgénicos
con FNTa h.

Se inmunizaron ratones de siete semanas de vida los dias 1, 7 y 28 con KLH-FNTa (circulos blancos) (n = 8) o KLH
(circulos negros) (grupo de referencia, n = 7). Las diferencias entre los grupos eran estadisticamente significativas
para cualquier parametro:

Figura 11-a): Evolucién de la ganancia de peso desde el comienzo del experimento. P < 0,05 (ANOVA);

Figura 11-b): Numero de extremidades afectadas. P< 0,0001 (ANOVA);

Figura 11-c): Puntuaciones clinicas de artritis P< 0,0001 (ANOVA);

Figura 11-d): Numero de casos diarios de artritis (por ciento) que presentan la regresiéon de la enfermedad de grupos
vacunados (P < 0,01, ANOVA).

Este experimento se repitié dos veces con resultados similares.
Ejemplos
Ejemplos1a7

Ejemplo 1: Procedimiento de preparacion de un producto inmunégeno estable segun la invencion

A. Materiales
Tabla 1: Productos quimicos y reactivos

Reactivo Calidad Proveedor | Detalles Aplicacién
Glutaraldehido al 25% Calidad 1 Sigma G5882 10 x 1 ml | PD & GMP
Formaldehido al 37% - Sigma F-1635 25 ml PD
Formaldehido al 37% EP Sigma 15513 GMP
Fosfato acido disddico (anhidro) Analar BDH 10249 PD
Fosfato &cido disddico (anhidro) USP Merck 1,06585 5 kg GMP
EDTA Analar BDH 10093 PD

EDTA USP Merck 108421 1 kg GMP
Glicina Analar BDH 10119 PD
Glicina USP Merck 500190 1 kg GMP
Cloruro sédico Analar BDH 10241 PD
Cloruro sédico BP Merck 116224 GMP
DMSO 99,5% Sigma D5879 PD
DMSO USP Sigma D2438 10 ml GMP
DPBS - Sigma D8537 PD

DPBS tbc tbc tbc GMP
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Tabla 2: Consumibles

Descripcion Proveedor Aplicacién

Cassettes Slide-a-Lyzer® 7 kDa MWCO (0,5-3 ml) Perbio; 66370 Dialisis

Membranas Pellicon XL PES (5 6 10 kDa MWCO) Milipore; PXB010A50 Filtracion en flujo tangencial
Tubos de 50 ml Nunc; 362696 Depdsito de muestra
Botella de propileno de boca ancha (150 ml) VWR; 215-0520 Deposito de muestra
Botella de propileno de boca ancha (250 ml) VWR; 215-5683 Depésito de muestra
Crioviales (3,5 mly 2 ml) Sigma; V1138; V9637 | Deposito de muestra
Unidad TFF Labscale con deposito acrilico de 500 ml | Millipore; XX42LSS13 | Filtracién en flujo tangencial

B. Descripcion del procedimiento

El procedimiento dado a conocer en este ejemplo ilustra una forma de realizacién del procedimiento segun la
invencién para preparar un producto inmundgeno estable que comprende heterocomplejos antigénicos de FNTa y
KLH.

Ademas, el procedimiento que se detalla a continuaciéon esta concebido para preparar un lote de 120 mg del
producto inmunogeno estable.

Etapa a)

- Se toman 30,05 ml de FNTa (a 4,2 mg/ml) y se descongelan a 4°C durante la noche (NB: 126,21 mg de FNTa
requeridos).

Etapa b) (o etapa b1) en determinadas normas de realizacion del procedimiento

- Se afaden 90,15 ml de "tampdn de dilucion" para obtener la solucion del "tampoén de operacion” y FNTa a razén
de 1 mg/ml (£ 10%).

- Tampén de dilucién = fosfato acido disédico 130 mM, NaCl 133 mM, EDTA 6,6 mM, pH 7,8.
- Tampédn de operacion = fosfato acido disédico 100 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, pH 7,8.

Etapa b2)

- Alos 120 ml restantes el FNTa a razén de 1 mg/ml (£ 10%) y se afiaden 1,2 ml de DMSO. Mantener la mezcla a
t.a. durante 30 minutos. Se mezcla por agitacién cada 10 minutos y se intenta evitar la formacién de espuma.

- Se afiaden 61,34 ml de "tampén de operacidon” a la mezcla. Se mezcla suavemente invirtiendo el recipiente y se
intenta evitar la formacion de espuma.

Etapa c)

- Se afiaden 51,6 mg de KLH. Nota: para una solucién de 9.81 mg/ml de KLH se afiaden 5,26 ml. Se mezcla
suavemente invirtiendo el recipiente. El volumen total en este punto es de 187,8 ml.

Etapa d)

- Se diluye la solucion madre al 25% de glutaraldehido hasta el 2,5% utilizando el "tampén de operacion”. Esto se
hace inmediatamente antes de su uso.

- Se afaden 20,86 ml de la solucion de glutaraldehido diluida al 2,5%. Obsérvese que el volumen total en este
punto es de 208,56 ml. Se mezcla suavemente invirtiendo el recipiente.

- Secierra la botella y se incuba durante 45 min. a t.a. Se invierte suavemente la botella cada 15 min.
Etapa e)

- Se didfiltra la solucién utilizando filtracién en flujo tangencial (FFT) frente al tampon de operacion.

- dialisis tres veces frente a 20 volumenes de tampon fosfato a pH 7,6 10 mM, NaCl 150 mM.

Volumen 1 = 2 horas
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Volumen 2 = 2 horas
Volumen 3 = toda la noche

Etapa f

- Se diluye la solucion madre de formaldehido (al 37%) 10 veces con "tampdn de operacién" hasta dar una
solucion al 3,7%. Esto se hace inmediatamente antes de su uso.

- Se afiade formaldehido diluido al 3,7% a la soluciéon de FNTa-KLH para dar una concentracion final del 0,2%.

Por ejemplo, si el volumen recuperado es de 200 ml, entonces la cantidad de formaldehido al 3,7% que debe
afnadirse sera de 11,43 ml).

- Se sella la botella y se incuba durante 6 dias a 37°C. La botella se da la vuelta una vez al dia.

Etapa q)

- Después de 6 dias, se anade glicina 2 M (preparada en WFI) hasta una concentracion final de 0,1 M. Se incuba
durante 1 h a t.a. durante la cual se da la vuelta a la botella suavemente.

Etapa h)

- Se comprueba el pH de la DPBS (Sigma) que debe utilizarse para la filtracién por didlisis y se ajusta si se
necesita hasta un pH final de 7,3 + 0,2 utilizando NaOH 0,1 M. No es de esperar normalmente ajuste de pH.

- Sefiltra por didlisis la solucion utilizando filtracion en flujo tangencial (FFT) frente a DPBS.
Se utilizaran membranas de FFT MWCO de 2 x 5 kDa.
Se utilizara un deposito de 500 ml (acrilico en el sistema FFT de Labscale.

El material se recupera de la membrana drenando el concentrado (retenido en la ultrafiltracién) en una botella de
polipropileno pesada previamente.

Ejemplo 2: Procedimientos de ensayo para el producto inmundgeno estable obtenido por el procedimiento
segun la invencion

Los procedimientos de ensayo dados a conocer en el Ejemplo 2 resultan conocidos para cualquier experto en la
materia. Sin embargo, el experto en la materia puede realizar también los procedimientos de ensayo segun uno o
cualquiera de los procedimientos de ensayo que se dan a conocer en varios ejemplos en la presente memoria.

2.1. Contenido total de proteinas. Determinacién por colorimetria: Ejemplo de la prueba de Bradford.

El contenido en proteinas se determina utilizando la técnica de Bradford (Bradford, M. Anal. Biochem. 1976.72, 248-
254).

En resumen, se crea una curva de calibraciéon con albumina de suero bovino (ASB) pipeteando en una serie de
tubos de ensayo 0, 10, 20, 30, 40 ul de una solucion de 0,2 mg/ml de ASB en PBS. Posteriormente, se completa el
volumen de cada tubo a 500 pl afiadiendo el volumen correspondiente de agua desionizada. A cada tubo se afiade a
continuaciéon 500 pl de reactivo de Bradford. Se preparan dos blancos con 200 pl de PBS. Después de 5 min. de
reaccion a temperatura ambiente, el contenido de cada tubo se agita y se lee a 595 nm.

Se hacen reaccionar doscientos ul de una dilucién apropiada de la solucién de la proteina de ensayo con el reactivo
Bradford descrito anteriormente.

Contenido en proteinas de FNTa en KLH-FNTa: ELISA

Cuatro muestras de KLH-FNTa tomadas de 4 viales se diluyen en solucion salina tamponada con fosfato pH 7,2
(PBS) a razon de 5 ug/ml: Estas diluciones se utilizan para recubrir placas de microvalorador (Costar 3590) 100 pl
por pocillo. Después de dejar que se produzca el recubrimiento durante la noche a 4°C, se lavan las placas con PBS
que contiene Tween 20 al 0,1% y se saturan los pocillos con solucién al 2% de suero de ternera fetal (FCS) en
100 pl de PBS-Tween durante 2 h a 37°C. Después de lavar las placas con PBS-Tween, se pipetean 100 ml de las
diluciones en serie de un suero anti-FNTa en cada pocillo y las placas se incuban durante 2 h a 37°C, tras lo cual se
lavan intensamente y se incuban de nuevo durante 2 h a 37°C, después de afadir a cada pocillo de 100 pl de un
antisuero anti-lgG marcado con HRP.
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Después de la incubacion, se lavan las placas y se afiaden a cada pocillo 100 yl de solucién de orto-fenilendiamina
(OPD). Tres minutos después, se afiaden a cada pocillo 100 ul de acido sulfurico 2 N y se leen las placas a 490 nm
en un fotdmetro multiscan.

2.2. Grado de pureza de KLH-FNTa de inmundégeno: IEF + inmunotransferencia Western

El grado de pureza del inmundégeno se evallua por enfoque isoeléctrico (IEF) dejando que migre KLH-FNTa
inmundégeno aparte KLH solo y FNTa sola en una placa de agarosa al 1% en un gradiente de pH de 3 a 10. Después
de aplicar una dilucion apropiada de cada muestra a razén de 250 ug/ml, la migraciéon se realiza utilizando un
aparato del sistema Phast (Amersham Pharmacia) en las condiciones siguientes:

12 etapa (premigracion): 500 V, 2,5 mA, 2,5 W, 15°C, 5 aVh
22 etapa (aplicacion): 200 V, 2,5 mA, 2,5 W, 15°C, 5 aVh
3?2 etapa (migracion): 1.500 V, 2,5 mA, 2,5 W, 15°C, 450 aVh

Después de la migracion, las proteinas se transfieren por microcapilaridad a una membrana PVDF vy las proteinas se
revelan por inmunotransferencia Western.

Deteccién por inmunotransferencia Western

Se satura la membrana de nitrocelulosa empapandola durante la noche en leche al 5% con TBS Tween 20 a
temperatura ambiente, tras lo cual se incuba durante 1 h con anti- FNTa (hu) policlonal primario o anticuerpo anti-
KLH diluido en leche al 10% con TBS Tween 20 a temperatura ambiente. Posteriormente, se lava la membrana 4
veces durante 5 min. con TBS Tween 20 antes de incubar durante 1 h con el anticuerpo marcado con HRP
secundario diluido con leche al 10% en TBS Tween 20 a temperatura ambiente. De nuevo, se lava la membrana 4
veces con TBS Tween 20 y se revelan las manchas por quimioluminiscencia utilizando un kit ECL Plus (Amersham
Pharmacia).

3. Porcentaje de enlaces covalentes de FNTa-KLH en el producto inmunégeno estable

e 3.1. Procedimiento n°® 1: cromatografia por exclusién de tamafio en condiciones desnaturalizantes y reductoras

La soluciéon quinoide de ensayo se somete a condiciones desnaturalizantes (concentracion final de urea 8 M) y
reductoras (concentracion final 5% de beta-mercaptoetanol) que conducirdn a una disociacién de enlaces no
covalentes. La solucion resultante se eluye mediante una columna de exclusion por tamario rellena con Superdex
200™ (Pharmacia), seleccionada por su limite de fraccion de 600 kDa, muy por debajo del peso molecular de KLH y
montajes covalentes de KLH-FNTa. Unicamente las moléculas de citocina unidas por enlaces covalentes a KLH
estaran presentes en el volumen de exclusién. En este Ultimo se analiza FNTa (antigenos especificos de FNTa)
utilizando una técnica de ELISA en sandwich con los anticuerpos Ab anti-FNTa que no tienen ninguna reaccion
inmunitaria cruzada con KLH. El resultado se expresa como porcentaje del valor de FNTa en la solucién de partida, y
se mide por la misma técnica ELISA. Este porcentaje es igual al % de enlaces covalentes de FNTa-KLH en el
quinoide de FNTa.

e 3.2. Procedimiento n° 2: ELISA en sandwich doble con lavado con Tween

Se utiliza una soluciéon de 1 mg/ml de Ab policlonal anti-KLH en PBS (10 mM, pH 7,3, NaCl 150 mM) para recubrir
una placa de microvalorador (Costar, union elevada) 100 pl por pocillo durante 2 h a 37°C. Después de 3 ciclos de
lavado con PBST (PBS con Tween 20 al 0,1% v/v) se saturan pocillos durante 1 h 30 min. con PBS que contiene
FCS al 2%. Se lavan otra vez los pocillos 3 veces con PBST.

Se afaden a continuacion a los pocillos dos series idénticas de diluciones del quinoide de ensayo (10, 5, y
0,156 pg/ml) y se incuban durante 2 h. Los pocillos se lavan 3 veces con PBST, cuya accién de disociacion
(mediante Tween 20) elimina todas las moléculas unidas a KLH por enlace covalente, estando fijado este Gltimo KLH
a los Ab de captura recubiertos con soporte. La primera serie de diluciones de ensayo se incuba con los Ab anti-KLH
mientras que la segunda serie se incuba con los Ab anti-FNTa. Después de incubar durante 1 h 30 min. a 37°C, se
lavan los pocillos como se describié anteriormente, y a continuacion se incuban con los Ab secundarios especificos
acoplados con peroxidasa.

La adiciéon de OPD, el sustrato de peroxidasa, emite una deteccién colorimétrica cuantitativa de los Ab anti-FNTa

fijados, para la primera serie, y los Ab anti-KLH fijados, para la segunda serie. La relacion de los Ab fijados entre las
dos series proporciona el porcentaje de FNTa unidos por enlaces covalentes a KLH en el quinoide.
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4. Actividad inmunoldgica del ensayo de antigenicidad de los quinoides KLH de FNTa: ELISA

Este ensayo esta destinado a medir la capacidad de un inmundgeno (derivado de un antigeno o de un antigeno
unido a una proteina transportadora) para combinar con un anticuerpo especifico con respecto al del antigeno
natural. Este ensayo consiste esencialmente en un ELISA inverso.

Una serie de diluciones crecientes del inmunégeno en esta prueba se distribuyen en los pocillos de una placa
microvaloradora de poliestireno. Un anticuerpo policlonal especifico dirigido a la proteina que ha de analizarse se
deja reaccionar con el inmunégeno inmovilizado en pocillos. Después de eliminar el exceso de anticuerpos sin
reaccionar lavando la placa, el Ab inmovilizado por el inmundgeno en los pocillos se revela cuantitativamente
haciéndole reaccionar con Ab marcado con HRP dirigido al primer Ab, se desarrolla el color amarillo afiadiendo un
sustrato apropiado que es directamente proporcional a la cantidad de proteina inmovilizada. La densidad 6ptica (D.
0.) de cada pocillo se mide con un medidor de absorbancia de microplacas. El contenido en proteina en la muestra
de ensayo se determina a partir de una curva de calibracion.

5. inmunogenicidad de quinoides

La inmunogenicidad de una preparacion inmunoide es:

- 1 -su nivel de capacidad para inducir la formacion de los Ab policlonales anti-FNTa especificos (medida in vivo);
y

- 2 -su capacidad de neutralizacion. Esta ultima se mide in vivo cuantificando la capacidad del antisuero, se toman
muestras del raton inmunizado, para inhibir la actividad biologica especifica de FNTa

- 1 -Para esto, grupos de 20 ratones Balb/c de 7 semanas de vida, de 18 a 20 g de peso corporal, alojados en
jaulas separadas de 5 animales, alimentados con una dieta convencional en granulados con alimento y agua
a discrecion se inmunizan los dias 0, 7, 14 y 21 con administracion intramuscular de 0,1 ml (10 ug) de
inmunogeno de ensayo en ISA 51 (emulsion 1:1 v/v en ISA 51). Se administra una inyeccion de refuerzo de
5 pg de inmunégeno como 0,1 ml de una emulsién 1:1 en ISA 51 en el dia 60. Se extrae una muestra de
sangre 2 dias antes de iniciar la inmunizacién por puncién retroorbital y de nuevo 12 dias después de la
ultima inyeccion para la determinacion de la concentracion de anticuerpos por ELISA. Los tres ratones de
muestra reciben una emulsion 1:1 v/v de PBS en IFA

Los valores de Ab en el suero se expresan como la inversa de la dilucién que proporciona un D.O. > 0,3.

6. Inmunotoxicidad - in vitro

Ensayo de proliferacion (por incorporacién de 3H-timidina) de linfocitos T estimulados por antigenos PPD/TT vy
tratados con varias dosis de quinoide.

Los PBMC estan recién aislados procedentes de donantes sanos por separacion de la sangre por centrifugacion con
gradiente Ficoll. Se introducen las células en placas de 96 pocillos de fondo redondo, 15.000 células/pocillo en
medio RPMiIc con FCS al 10%. Se afiade el quinoide a la concentracion de 1 pyg/ml hasta 100 ng/ml, a continuacion
PPD o TT al 0,16%. Se dejan incubar las placas a 37°C en CO, al 5% durante 6 dias. Se afiade timidina tritiada,
0,5 uCi/pocillo, 18 h antes del final de la incubacién. Se analiza la proliferaciéon celular con un contador B de
centelleo.

7. Caracteristicas bioldgicas del bioanalisis con FNT-a de quinoides KLH-FNTa:

Citélisis de células L929 murinas en presencia de actinomicina D

Materiales

- Estirpe de fibroblastos de ratéon L929 (ATCC n° de cat. CCL-1) quinoide KLH-FNTa (murino o humano) en PBS
(patron), NEOVACS

- FNTa murino recombinante Peprotech (315-01A) o FNTa humano Peprotech (300-01A) medio de cultivo (RPMI
enriquecido con FCS al 10% (suero de ternero fetal) glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina-estreptomicina

- Medio analitico (RPMI enriquecido con FCS al 2%, glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina-estreptomicina)
- Medio de preincubacioén: HL1 enriquecido con glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina-estreptomicina
- Placa de cultivo de fondo redondo de 96 pocillos (Costar, 3595)
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- Actinomicina D, 100 ug/ml almacenada a 4°C (protegida de la luz)

- Solucién de MTT (Sigma, M5655) 5 mg/ml de solucién madre en alicuotas de solucién madre de PBS mantenida
como minimo a -20°C (protegida de la luz)

- DMSO (SIGMA, 471267)
Duracion del experimento

24 horas de incubacion
1 hora para preparacion del ensayo

Procedimiento

1. Se diluye el quinoide KLH-FNTa murino o humano y el patréon en una serie de diluciones divididas por dos en el
medio analitico en 50 pl/pocillo en placas de 96 pocillos desde la fila 2 a la 11, partiendo de la fila 1 de de Leave
apropiada como blanco.

2. Se prepara la suspension de células L929 a una densidad de 7,5 105/ml en medio analitico enriquecido con
actinomicina D a razén de 1 pg/ml (protegida de la luz). Se afiaden 50 pl/pocillo de la suspension celular a la
misma placa desde la fila 1 ala 12.

3. Seincuba la placa durante 24 h a 37°C en CO; al 5% en una incubadora humidificada.

4. Se enjuaga 2 veces con PBS sin Ca®" ni Mg®*

5. Se afaden 50 pl/pocillo de solucion MTT al 40% en medio analitico y se incuban durante 4 horas a 37°C en CO»
al 5% en una incubadora humidificada.

6. Se vacian las placas y se afiaden 50 yl de DMSO a cada pocillo.

7. Selee la placa a 550-630 nm

8. Se analizan los datos.

Ejemplo 3

Estudio comparativo de varias preparaciones de quinoides KLH-FNTa (humanos)

Se han realizado varias preparaciones de un quinoide FNT-a humano que consisten en FNT-a humano acomplejado
con la proteina transportadora especifica KLH.

Mas exactamente, varias preparaciones de KLH-FNTa (humanos) se han producido por el mismo procedimiento
general que se da a conocer en el Ejemplo 1 pero con variaciones en (i) el porcentaje de DMSO (ii) la concentracion
de glutaraldehido (2,5 o 22,5 mM) asi como (iii) el periodo de incubacién del producto intermedio con formaldehido
(desde 0,2 hasta 6 dias de periodo de incubacion).

A continuacion, se ha analizado la actividad biolégica del FNT-a humano. Ademas, se ha ensayado la conservacion
de epitopos B con configuracién en el producto quinoide final mediante (i) el ensayo de citotoxicidad de FNTa
humano en la estirpe celular L929, asi como (ii) mediante los ensayos de inmunogenicidad dados a conocer en la
presente memoria en este ejemplo.

A. Materiales y procedimientos

A.1 Ensayos de ausencia de actividad biolégica de FNTa en los quinoides KLH-FNTa (humanos)

FNTa humano, en presencia de actinomicina D, posee una actividad citotoxica sobre los fibroblastos murinos de la
estirpe celular L929, actividad citotoxica que se evalia mediante la prueba de viabilidad celular utilizando MTT
(bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio. Este ensayo se basa en la reduccion de MTT por la
NADPH reductasa mitocondrial de las células vivas para con el producto formazan reducido que tiene un color
purpura-azul.

En este ensayo, la actividad metabdlica de las células permite la evaluacién de su viabilidad.
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La evaluacién de la actividad biolégica de los quinoides KLH-FNTa consiste en la incubacion de células L929 en
presencia de cantidades decrecientes de dicho producto quinoide (50 ng/ml a 0 ng/ml) en combinacién con
actinomicina D (1 pg/ml) en pocillos de fondo plano de una placa de microcultivo.

El cultivo celular se realiza a continuaciéon a 37°C en atmosfera hiumeda que contiene CO» al 5% durante un periodo
de 24 horas.

Después de un periodo de cultivo de 24 horas, los sobrenadantes del cultivo celular se descartan y reemplazan por
la solucion de ensayo MTT.

Después de un periodo de incubacién de 4 horas a 37°C con MTT, se elimina la solucién de MTT y se aflade DMSO.

Después de la homogenizacion se analiza la densidad Optica del sobrenadante del cultivo celular con un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 570 nm.

Los resultados se expresan como densidad optica (D.O.) a 570 nm. En paralelo, se realizan cultivos celulares
incubados con un intervalo de FNTa de 0 a 10 ng/ml, como referencia.

Los resultados finales expresados en dosis letal 50, denominada también DLso, que es la dosis que produce la lisis
del 50% de las células L929 cultivadas.

A.2 Ensayo para la conservacién de los epitopos B con configuracion de FNTa humanos con los quinoides KLH-
FNTa finales (humanos), después de los tratamientos quimicos con glutaraldehido y formaldehido: ensayo de

inmunogenicidad

El estudio de conservacion de la configuracion de epitopos B del FNTa humano en los quinoides finales KLH-FNTa
finales (humanos), después de los tratamientos quimicos, se lleva a cabo mediante un ensayo de la actividad
inmundgena en C57BI/6 que pesan 18 a 20 g.

El dia 0, se inyecta un grupo de tres ratones con 0,2 ml (50 ug) de una emulsién en adyuvante completo de Freund
(ACF) por via intramuscular.

Se administra una segunda inyeccién de 25 ug del producto quinoide en adyuvante incompleto de Freund el dia 21.

Se lleva a cabo un muestreo de sangre retroorbital en cada ratén antes de la primera inyeccion y también el dia 28.
Se recogen sueros de cada grupo de ratones.

La respuesta humoral se mide por deteccion de los anticuerpos de isotipo 1gG dirigidos contra FNTa humano en los
sueros de los ratones inmunizados. La respuesta humoral se determina mediante un ensayo ELISA y se expresa en
valores de anticuerpo (dilucic')n'1 que da una densidad 6ptica superior a 0,3).

La capacidad de neutralizacién de los sueros de los ratones inmunizados con los quinoides KLH-FNTa (humanos) se
ha medido por el ensayo de citotoxicidad de FNTa en células L929, tal como se describe mas adelante.

Las células L929 se tratan con varias diluciones de mezclas de sueros (diluciones desde 1/100 hasta 1/12.800) que
se han tomado muestras el dia 2 y el dia 28 y a continuacién se han incubado durante 40 minutos a temperatura
ambiente, y después 20 minutos a 4°C con 20 ng/ml de FNTa humano.

Se prosigue el cultivo celular a 37°C en atmosfera humeda con CO; al 5%, durante 24 horas.

Después de un periodo de cultivo células de 24 horas, los sobrenadantes del cultivo celular se eliminan y se
reemplazan por solucion MTT.

Después de una incubacion de 4 horas a 37°C, se elimina MTT y se afiade DMSO.

Después de la homogenizacién, la densidad optica del sobrenadante del cultivo celular se analiza con un
espectrofotémetro a la longitud de onda de 570 nm.

Los resultados se expresan como densidad éptica (D.O.) de los sobrenadantes del cultivo celular. En paralelo, se
realizan cultivos celulares incubados con un intervalo de FNTa de 0 a 10 ng/ml, como referencia.

Los sueros que neutralizan la actividad citotéxica de FNTa impiden ejercer su actividad citotoxica sobre las células
L929.

Los resultados se expresan como 50% de la capacidad de la neutralizacién, o CNsg, que corresponde a la dilucion
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del suero que neutraliza el 50% de la actividad citotoxica del FNTa humano.
B: Resultados

La Tabla 3 a continuacidon da a conocer los resultados obtenidos con los quinoides finales KLH-FNTa (humano)
segun varios tratamientos quimicos.

Tabla 3
Cdédigo | Glutaraldehido | Formaldehido | EDTA | DMSO (%) DEso Valor de CNsg
(mM) (dia) (ng/ml) anticuerpo
KA1 2,5 2 5 mM 0 12,5 >64000 1/650
K2 2,5 2 5mM 2 20 >64000 1/600
K3 22,5 0 5 mM 1 0,15 >64000 1/600
K4 22,5 2 5 mM 1 200 >64000 1/750
K5 22,5 2 5 mM 2 225 >64000 1/400
K6 22,5 2 5 mM 5 250 >64000 1/700
K7 22,5 6 5mM 1 > 400 >64000 1/1200
K8 22,5 6 5 mM 2 >400 >64000 1/300
K9 22,5 6 5 mM 5 >400 >64000 1/350
K10 22,5 2 0 mM 0 15 >64000 1/700

Como se representa en la tabla 3 anterior, los mejores resultados se obtienen con un procedimiento de preparacion
del quinoide KLH-FNTa (humano) que conlleva un tratamiento quimico (i) con DMSO a la concentracion del 1% v (ii)
con glutaraldehido a la concentracion de 22,5 mM, a continuacion (iii) con un tratamiento quimico con formaldehido
durante el periodo de 6 dias. El producto final resultante KLH-FNTa (humano) esta desprovisto de actividad
citotéxica de FNTa humano e induce la produccién de anticuerpos policlonales que neutralizan la actividad bioldgica
del FNTa humano natural.

Por lo tanto, el procedimiento de preparaciéon segun la condiciéon descrita en K7 de la tabla 3 anterior permite la
inactivacion de la citocina FNTa humana contenida en la misma por lo que conserva los epitopos B con
configuracion.

El producto final KLH-FNTa (humano) preparado segun las condiciones denominadas "K7" en la Tabla 3 anterior es
el mismo que el que se prepara segun el Ejemplo 1 anterior.

Este mejor producto quinoide FNTa es el que se ha estudiado en los ejemplos siguientes, fundamentalmente en un
modelo de ratén transgénico, considerando estudiar su capacidad para producir anticuerpos policlonales que
neutralizan FNTa natural en un sistema autélogo.

Ejemplo 4: Estudio de la toxicidad aguda del quinoide KLH-FNTa (humano) en ratones

El objetivo del estudio consistia en definir las propiedades caracteristicas de una composicién de la vacuna que
comprende un quinoide KLH-FNTa (humano) segun la invencién, para ser utilizado como vacuna terapéutica de
amplio espectro para su utilizacién en el tratamiento de caquexia cancerosa y/o de varias enfermedades
autoinmunitarias (por ejemplo, artritis reumatoidea, enfermedad de Crohn y psoriasis).

Particularmente, se han estudiado las propiedades de la composicién de la vacuna en cuanto a tolerancia y ausencia
de riesgo.

Por consiguiente, se ha realizado un primer estudio de toxicidad en ratones SWISS.

A. Material y procedimientos

Se han distribuido cuarenta y seis (46) ratones SWISS hembra en (i) un grupo de cuatro animales sin tratar vy (ii) tres
grupos de catorce animales que han recibido, respectivamente:

a) Grupo de referencia (vehiculo adyuvante): n = 14

Una inyeccion de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) por via intramuscular (IM) situada en el muslo.

El grupo de referencia se utilizd para evaluar la reactividad local y general de la utilizacién del adyuvante en la
formulacion.
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b) Grupo tratado (primera dosis: 2.000 veces la dosis unitaria terapéutica humana, STHD): n = 14

Una inyecciéon de quinoide KLH-FNTa (humano) por via intramuscular (IM) situada en el muslo a razén de
50 pg/ratén en una solucidn salina con tampdn fosfato (PBS).

c) Grupo tratado (segunda dosis: 4.000 veces la dosis unitaria terapéutica humana, STHD): n = 14

Una inyeccién de quinoide KLH-FNTa (humano) por via intramuscular (IM) situada en el muslo a razén de
100 pg/ratén en una solucion salina con tampon fosfato (PBS).

d) Grupo de ratones salvajes, sin tratar, que estaban incluidos en este estudio ( n = 4)

El calculo de la dosis se refiere a la dosis unitaria para utilizacion humana, que es de 80 pg/inyeccién/individuo: 1
SHTD (dosis unitaria terapéutica humana), por lo tanto, 1,15 pg/kg.

Las inyecciones del quinoide KLH-FNTa (humano) se han realizado el dia 5 (D 5) del experimento.
La respuesta de los animales al tratamiento anterior se ha determinado segun los parametros siguientes:

a - El niumero eventual de muertes, el periodo inmediato y a corto plazo y el periodo a largo plazo (periodo de
observacion de 10 dias después de la administracion).

b - Reactividad local o general al tratamiento.

¢ - Curva que muestra el estado general y el peso de los animales hasta 10 dias después de la administracion del
quinoide KLH-FNTa (humano) (D 15).

Cinco (5) dias después del periodo de observacion (D 20), los animales sobrevivientes se han sacrificado y se han
realizado los controles siguientes.

d - Examen anatomo-patoldgico microscépico del musculo y la posiciéon del punto de inyeccién para evaluar la
tolerancia local.

e - Determinacion del peso de los pulmones, corazén, higado y bazo, como valor indice de la respuesta del 6érgano a
la administracion de las sustancias inmunoestimulantes.

B. Resultados

Cuando se administran a ratones dosis muy elevadas (aproximadamente 4.000 veces la dosis unitaria terapéutica
humana en cada ratén), el quinoide KLH-FNTa (humano) no ha ocasionado ningun efecto secundario, durante el
periodo de observacion completo de 10 dias, y en cada uno de los grupos ensayados, como se ilustra por:

1)  Ninguna aparicion de una muerte inmediata o a plazo medio;
2) ninguna reaccion local en el punto de inyeccidn, y ninguna reaccion generalizada,
3) ningun efecto de las curvas de crecimiento de los ratones, en ninguno de los grupos ensayados.

Ademas, el examen macroscopico de los érganos de los animales sacrificados al final del ensayo (D 20) no ha
presentado alteracion del 6rgano ni aumento alguno en el volumen del bazo y del higado.

Ademas, el peso del corazon, los pulmones, el higado y el bazo han variado de manera similar para los grupos
completos de animales ensayados.

Ejemplo 5 - Estudio de la inmunogenicidad del quinoide KLH-FNTa (humano) en un modelo de ratén
transgénico apropiado para FNT (humano)

La actividad inmunégena (humoral) de la preparacién del quinoide KLH-FNTa comparada con la actividad
inmundgena del KLH se ha estudiado en ratones B6.SJL-Tg (FNT) N 2 de 5 semanas (grupo de 10 ratones). Estos
ratones han sido suministrados por Taconic Company (USA) y consisten en ratones que son transgénicos para el
gen FNTa humano (hemicigoto).

A. Material y procedimientos

El dia 0 y el dia 7, los ratones (grupo de 10 ratones) han recibido una inyeccién de 0,2 ml (30 pg) de una emulsion
en ISA51 por via intramuscular. Se administré6 una segunda inyeccion de 25 pg en ISA51 el dia 28. A continuacion,
se realizé un muestreo de sangre retroorbital en cada ratén el dia 35.
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B. Resultados

1. Respuesta humoral

La respuesta humoral se mide por la presencia en los sueros de los ratones inmunizados de los anticuerpos tipo I1gG
dirigidos contra FNTa (humano). La respuesta humoral se determina por un ensayo ELISA y se expresa en el valor
del anticuerpo (dilucic')n'1 que da una densidad optica superior a 0,3). La figura 2 ilustra los valores del anticuerpo que
se obtuvieron.

El suero procedente de ratones inmunizados con el producto final KLH-FNTa (humano) obtenido segun el Ejemplo 1
posee gran cantidad de valores de anticuerpo tipo IgG, mientras que los sueros de ratones inmunizados con KLH
estan desprovistos de estos anticuerpos.

La actividad neutralizante de estos anticuerpos se ha medido con el ensayo de citotoxicidad de FNTa en células
L929. Los resultados se presentan en la figura 3.

Los anticuerpos producidos por la preparacion del quinoide KLH-FNTa (humano) tienen una gran cantidad de
actividad neutralizante.

Ejemplo 6 - Estudio de la inmunogenicidad del quinoide KLH-FNTa (humano) en el macaco rhesus

La actividad inmundgena humoral del quinoide KLH-FNTa (humano), comparada con la actividad inmunégena de
KLH sola, se ha estudiado en el macaco rhesus suministrado por MDS pharma (Lyon - Francia). Obsérvese que el
FNTa que es producido de forma natural por el macaco rhesus comparte el 98,1% de homologia de aminoacidos
con el FNTa humano.

A - Material y procedimientos

Los dias 0, 21 y 49, los macacos han recibido una inyeccién de 0,5 ml de una emulsion del quinoide en ISA51 por
via intramuscular, que contenia (i) 80 6 20 yg de la preparacién del quinoide KLH-FNTa (humano), o (ii) KLH sola.
Se han tomado muestras de sangre en cada animal los dias 28, 56 y 68.

B - Resultados

1- Respuesta humoral

Se ha medido la respuesta humoral detectando la presencia de anticuerpos con isétopo de IgG dirigidos contra
FNTa humano en el suero de los macacos inmunizados. Se ha determinado la respuesta humoral con un analisis
ELISA y se expresa como valores de anticuerpo (dando la dilucién™ una densidad 6ptica superior a 0,3). Los
resultados de los valores del anticuerpo obtenidos se comunican en la figura 4.

El suero de los macacos inmunizados con la preparacion del quinoide KLH-FNTa (humano) tiene valores de
anticuerpo con is6topo de IgG anti-FNTa, mientras que el suero de los macacos inmunizados con KLH sola esta
desprovisto de estos anticuerpos.

Los valores de anticuerpo anti-FNTa son més importantes en el suero de los macacos que han recibido 80 pg del
quinoide KLH-FNTa (humano).

Las actividades de neutralizacion de los anticuerpos se han medido con el ensayo de citotoxicidad de FNTa en
células L929. Los resultados de estos ensayos se dan en la figura 5.

Los anticuerpos producidos por el KLH-FNTa (humano) tienen una actividad neutralizante muy alta.

Ejemplo 7: Evaluacion de la eficacia terapéutica de la inmunizacion activa contra FNTa en ratones
transgénicos con FNTa hu

La evaluacion de la eficacia terapéutica de la estrategia de inmunizacion activa contra FNTa utilizando la
preparacion del quinoide KLH-FNTa (humano) como principio activo se ha realizado en ratones transgénicos FNTa
hu B6.SJL-Tg (FNT) N2 de 5 semanas de vida, suministrados por Taconic Company (USA). Estos ratones
transgénicos con FNTa desarrollaron una poliartritis espontanea a la edad de 4 a 5 semanas.
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A-Materiales y procedimientos

1 - Inmunizacién

Los ratones han recibido una inyeccion de 0,2 ml de una emulsién en ISA51 de por via intramuscular los dias DO, D7
y D28. Se han tratado cuatro grupos de 10 ratones como se detalla a continuacion:

- Grupo A: PBS: 200 ul de PBS
- Grupo B: KLH: 200 ul de KLH
- Grupo C: KLH-FNT: 200 pl de KLH-FNT

- Grupo D: KLH-FNT + MTX: 200 uyl de KLH:FNT y metotrexato (1 mg/kg) tres veces a la semana, empezando en
la inmunizacion n° 1y hasta el sacrificio (inyeccion intraperitoneal de 200 pl por inyeccion).

Los ratones han recibido (i) el dia 0 y el dia 7: 30 ug de la preparacion del quinoide KLH-FNTa (humano) (ii) el dia
28: 15 ug de la misma preparacion.

Se tomaron muestras de sangre retroorbital en cada ratén el dia 35. El dia 57, a la vez que se sacrificaban los
ratones, se ha realizado también una toma de muestra de sangre.

2 - Examen clinico y evaluacién cuantitativa de la artritis

Se ha realizado un examen clinico, aun al comienzo del experimento, y después dos veces a la semana.

Las evaluaciones fueron realizadas por un observador que no tenia conocimiento del tratamiento que se aplicé. La
gravedad clinica de la artritis de cada articulacion (dedos, tarso, tobillo, carpo) se cuantificé por atribucion de una
puntuacién que varia entre 0 y 4 en la que: 0 = normal; 1 = eritema; 2 = hinchazén; 3 = deformacion; y 4 =
deformacion mayor o necrosis. Habiéndose realizado una suma de estas puntuaciones para obtener una puntuacion
de la artritis en cada animal, cada dia. Una media para cada grupo se calcul6 para cada dia de tratamiento.

3 - Examen histoldgico y evaluacion cuantitativa de la artritis

Se sacrificaron todos los animales 57 dias después del comienzo del experimento. Las patas posteriores se han
extirpado, fijado en formol, descalcificado, después deshidratado y a continuacion incluido en bloques de parafina. A
continuacion, se realizaron secciones histolégicas de 5 pm de espesor con un micrétomo. Se realizaron por lo
menos cuatro secciones en serie en cada pata con objeto de asegurar una correcta evaluacion espacial de las
afecciones de la articulacion. Las preparaciones de las secciones se tifieron a continuacién con hematoxilina y
eosina y a continuacién se observaron al microscopio 6ptico. Se evaluaron las lesiones cuantitativamente en cada
seccion segun una escala de tres puntos (0 = normal; 3 = grave). Esta puntuacion histolégica puede dividirse en dos
parametros: destruccion del cartilago y del hueso (espesor del cartilago y del hueso, irregularidades y presencia de
erosiones) por una parte, y por otra parte, inflamacion (proliferacién sinovial, infiltracion celular inflamatoria).

4 - Estadistica

Los valores de los resultados se dan como media y desviacion estandar de la media (SDM). Se ha realizado una
prueba de la t de Student asi como un analisis de varianza (ANOVA).

B - Resultados

1 - Respuesta humoral

La respuesta humoral se mide detectando la presencia de anticuerpos con is6topo de IgG dirigidos contra el FNTa
humano en el suero de macacos inmunizados. La respuesta humoral se determina mediante un ensayo ELISA y los
resultados se expresan como valor del anticuerpo (proporcionando la dilucion™ una densidad 6ptica superior a 0,3).
Los resultados de los valores del anticuerpo que se obtuvieron se representan en la figura 6.

2 - Examen clinico y evaluacion cuantitativa de la artritis

Evolucién de la puntuacion clinica con el tiempo

La evolucion de la puntuacion clinica con el tiempo se representa en la figura 7.
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El tratamiento de los macacos (i) con quinoide KLH-FNTa (humano) o (ii) con quinoide KLH-FNTa (humano)
combinado con MTX produce una mayor disminucion estadisticamente significativa de las puntuaciones de la artritis
que se evaluaron por examen clinico. Por comparacion, las puntuaciones de la artritis determinadas para los
animales de referencia tratados con KLH o con tampon PBS fueron muy inferiores.

Evaluacién de la aparicion de la enfermedad y parametros de apariciéon de la gravedad

La evaluacion de la aparicion de la enfermedad y de la gravedad de la enfermedad se describen en la Tabla 4 a
continuacion.

- Se ha determinado, para cada animal, el dia de apariciéon de la enfermedad mediante un examen clinico. Los
animales que nunca habian desarrollado la enfermedad no fueron considerados.

- La puntuacion "A MAX" corresponde a la puntuacion maxima alcanzada por cada animal durante el experimento.
La puntuacion "A MAX" representa un parametro de gravedad de la enfermedad.

- La incidencia significa el numero de animales que han desarrollado artritis antes del final del experimento,
teniendo en cuenta el numero total de animales en cada grupo.

Tabla 4
Tratamiento Dias de aparicion de la enfermedad (animales Puntuaciones Amax + desv. std Incidencia
enfermos solamente)
PBS 244+25 11,56+£4,2 10/10
KHL 25925 90+1,4 10/10
KLH/ENT 45 + 2,3 /## 0,9+0,5*# 3/10
KLH/ENT 43,5 + 3,3 */H## 1,0 £ 0,32 **/# 6/10

*p < 0,01 vs KLH **p < 0,001 vs KLH #p< 0,02 vs PBS
##p< 0,001 vs PBS (prueba de la t de Student)

Los resultados demuestran que el tratamiento con KLH-FNTa y con KLH-FNTa+MTX produce, de manera
estadisticamente significativa:

- un retraso en la aparicion de la artritis, en comparacion con los animales de referencia tratados por KLH sola o
por PBS.

- una disminucion en la gravedad de la artritis; y
- una disminucién en el nimero de animales enfermos.

3 - Examen histoldgico y evaluacion cuantitativa de la artritis

Los resultados se representan en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 5
Tratamiento Puntuaciones de inflamacion £ sem Puntuaciones de destruccion = sem
PBS 1,30 £ 0,09 0,71 £ 0,11
KLH 1,53 £ 0,21 1,10 £ 0,23
KLH/FNT 0,16 £ 0,09** 0,08 £ 0,03*
KLH/FNT 0,24 + 0,09** 0,21 £0,12*
*p <0,01 vs KLH y vs PBS **: p< 0,001 vs KLH y vs PBS (prueba de la t de Student)

El tratamiento con KLH-FNT y KLH-FNT + MTX produce, de manera estadisticamente significativa, una disminucion
en las alteraciones histologicas (parametro de destruccién e inflamacion de la articulacion).

C - Conclusion
La vacunacion de los ratones transgénicos con FNTa hu con la preparacion quinoide KLH-FNTa (humano) segun el
Ejemplo 1 protege claramente los animales de la inflamacion y destruccidon de la articulacién, como evidencian los

resultados de los andlisis clinicos e histoldgicos.

Los grupos de animales tratados con la preparacion del quinoide KLH-FNTa (humano), en cuanto a la proteccion de
la articulacién, no pueden distinguirse de los grupos de animales tratados con la preparacion del quinoide KLH-FNTa
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(humano) combinada con MTX. Estos resultados pueden explicarse por el hecho de que la mayor eficacia del
quinoide KLH-FNTa (humano), solo enmascara, en estas condiciones experimentales el efecto beneficioso
consiguiente de MTX.

Los grupos de animales tratados con KLH no pueden distinguirse de los grupos de animales tratados con el tampdn
PBS.

Los resultados adicionales en relacién con las propiedades biolégicas del producto inmunégeno estable segun la
invencion se dan a conocer en los Ejemplos 8 a 12 a continuacion.

Ejemplos 8 a 12

A. Materiales y procedimientos de los Ejemplos 8 a 12

A.1. Reactivos

KLH se adquirié en Intracel (San Diego, CA), FNTa h en Boehringer Ingelheim (Mannheim, Alemania), FNTa murino
en Cytolab (Rehovot, Israel), Rl y RIl receptores de FNTa h, FNTa h, kit ELISA para IL2 murina e IFNy murina en
R&D system (Lille, Francia), adyuvante ISA51 de Seppic (Paris, Francia).

A.2. Animales

Se adquierieron ratones transgénicos FNTh heterocigéticos hembra y macho de 4 a 5 semanas de vida (1006-T) en
Taconic, ratones C57BI/6 y Balb/c hembra de 6 a 8 semanas de vida en Charles River (L’Arbresles, Francia). Se
mantuvieron los ratones en condiciones exentas de patdgenos. Los conejos se mantuvieron en apareamiento en
Charles Rivers (L'Arbresles, Francia) y Macaca mulata en MDS Pharma Inc. (St.-Germain-sur-L’Arbresles, Francia).

A.3. Preparacién de inmunégeno

El inmunégeno FNTa-h-KLH se preparé realizando el procedimiento dado a conocer en el Ejemplo 1.

A.4. SDS/PAGE, tincion con plata e inmunotransferencia

El analisis por SDS-PAGE en condiciones no reductoras se realizé segun Laemmli, (Laemmli, U.K. (1970), Nature
227: 680-85). En un SDS al 12%-PAGE, las proteinas se revelaron autorradiografia con tincion con plata (es decir Le
Roy F., Bisbal C., Silhol M., Martinand C., Lebleu B. & Salehzada T. (2001). The Journal Biological Chemistry, 276:
48473-482.) o analisis de inmunotransferencia utilizando los anticuerpos necesarios.

A.5. Cromatografia por filtracion en gel

Se cargo el heterocomplejo en una columna de filtracion en gel Superose 6 10/300 GL (Amersham bioscience,
Orsay, Francia) preequilibrada con DPBS y eluida con el mismo tampén utilizado para el equilibrio a razéon de 0,2
ml/min.

A.6. Cultivos celulares

La estirpe de células L929 de raton (ATCC, CCL 1) se cultivd en medio RPMI-1640 que contenia FCS al 10%. Se
volvieron a poner en suspension esplenocitos murinos purificados en medio RPMI que contenia FCS al 5% y 2-B-
mercaptoetanol 50 uM y se incubaron en medio de cultivo con o sin antigenos de KLH (30 pg/ml), FNTa h (3 pg/ml) y
FNTa murino (1 pg/ml).

A.7. Ensayo de proliferacién de linfocitos T

Se cultivaron esplenocitos activados por antigenos durante 4 dias y a continuacion se pulsaron durante 18 h con 3H-
timidina. Se recogieron las células 18 h después en filtro con esterillas, e incorporacién de timidina en ADN se
cuantificé utilizando un contador beta. El indice de estimulacién se expres6 como: [(media de cpm de las células
estimuladas)-(media de cpm de las células sin estimular))/(media de cpm de las células sin estimular). Los valores
de Sl superiores a 2 se consideraron positivos.

A.8. Ensayos con FNTa y receptores

A.8.1. Ensayo directo de unién del receptor

El heterocomplejo y FNTa hu que se unen a sus receptores diana se determinaron utilizando placas recubiertas
previamente con 50 ng/pocillo de Rl o RIl de FNTa h. La dilucién en serie de las muestras se incubd con su receptor
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y se detect6 el FNTa hu unido utilizando Ab anti-FNTa h policlonal en cabra biotinilado (R&D Systems). Para evaluar
la capacidad del suero o de IgG para inhibir la unién de FNTa h a su receptor, se pretratd FNTa h en primer lugar
con dilucién en serie de sueros probados o IgG antes de ser transferido a la placa en la que se inmovilizé RI de
FNTa h. El valor de bloqueo se expres6 como el reciproco de la diluciéon del suero que neutraliza el 50% de la unién
de FNTa h.

A.8.2. Ensayo para valoracién del Ab-Anti-FNTa h

Se determind el titulo del Ab anti-FNTa h especifico en el suero de ratones inmunizados y de referencia mediante un
ELISA directo. Placas ELISA recubiertas previamente con 50 ng/pocillo de FNTa hu se incubaron con soluciones en
serie de sueros de ratones inmunizados y de referencia. Se detectd IgG especifica utilizando IgG antirratén en
conejo con peroxidasa (Zymed, CA). Los valores del punto final se expresaron como el reciproco de la dilucion de la
muestra mas alta que da una D.O. de 0,3.

A.8.3. Cuantificacién de citocinas

Se determinaron FNTa h, IL-2 murina e IFNy murina en el suero y el sobrenadante del cultivo por ELISA.

A.9. Bioanalisis de FNTa h

Se evalué la actividad de FNTa h utilizando el ensayo de citotoxicidad de L929 (Bloquel 2004). La dilucion en serie
de FNTa h y del heterocomplejo se incubaron durante 18 h con células L929 en presencia de actinomicina D
(1 pg/ml) y el numero de células sobrevivientes se determind mediante el ensayo MTT. La capacidad del suero
hiperinmune o de IgG para neutralizar la actividad de FNTa h se determiné asimismo después de incubar en el suero
e IgG con FNTa h. El valor de neutralizacion se expresé como la reciproca de la dilucién del suero que neutraliza el
50% de la actividad de FNTa h.

A.10. Inmunizacién

Se inmunizaron animales 3 6 4 veces mediante inyecciones i.m. de quinoide con adyuvante ISA51 (Seppic) o
preparacion de referencia (5 a 30 ug). Se recogieron sueros 8 a 12 dias después de la 32 o 4% inmunizacién y en el
sacrifico.

A.11. Purificacién del anticuerpo

Se purificaron inmunoglobulina (IgG) y anticuerpos anti-FNTa h o anti-KLH especificos procedentes de ratones
inmunizados o de referencia utilizando un kit de purificacion de proteina G IgG (Pierce) o cromatografia por afinidad
en columnas Sepharose 4B acopladas con FNTh o KLH (Sigma Chemical, Co., St. Louis, Mo). Se determiné la
avidez utilizando tecnologia de BlAcore 3000 (Lofas, S., Johnsson B. (1990) J. Chem. Soc. Chem. Commun. 21:
1526; Karlsson, R., Falt, A.,(1997), J. Immunol. Methods 200: 121).

A.12. Choque letal

Se sometieron los ratones de referencia e inmunizados con quinoide FNTa h (C57Bl/6 o TTg) a prueba de
provocacion IP con FNTa h en presencia de 20 mg de D-galactosamina en PBS 10 dias después de la ultima
inyeccién de inmunizaciéon. Se administré una dosis letal de partida del 80 al 90% de FNTa h. Los animales
supervivientes se registraron 24 horas después de la inyeccion (Lehmann V., J. Exp. Med., 1997, 657). En estos
experimentos, se realizé un analisis macroscopico del higado en un subgrupo de ratones sacrificados 8 horas
después de la administracion de FNTa.

A.13. Sequimiento de la artritis

Los ratones 1006-T transgénicos con FNTa humano desarrollan una artritis espontanea en la 82 semana de vida,
como cepa Tg197 (Keffer, J., Probert, L., Cazlaris, H., Georgopoulos, S., Kaslaris, E., Kioussis, D. & Kollias, G.
(1991) Embo. J. 10, 4025-31). Se realizé un seguimiento a los ratones para las pruebas de artritis en la cuatro patas
utilizando un procedimiento a ciegas. En cada pata, se puntud la gravedad clinica desde 0 (normal) a 3 (inflamacion
grave con deformacion) (Williams, R. O., Feldmann M. & Maini, R. N. (1992). Proc . Natl. Acad. Sci. USA., 89, 9784-
8; Thwin, M. M., Douni, E., Aidinis, V., Kolias, G., Kodama, K., Sato, K.; Satish, R. L., Mahendran, R. &
Gopalakrishnakone, P. (2004) Arthritis Res. Ther., 6, R282-94). Se calculé en cada grupo de tratamiento la
puntuacién media de la artritis en cada dia de observacién clinica. Para analisis histologico, se diseccionaron las
patas libres y se procesaron como se describe en cualquier otra parte (Bessis, N., Guery, L., Mantovani, A., Vecchi,
A., Sims, J. E., Fradelizi, D. & Boissier, M. C. (2000) Eur. J. Immunol., 30, 867-75). Se cortaron secciones extensas
en cada pata y se examinaron por lo menos cuatro. Se evaluaron a ciegas las lesiones en cada articulacion en la
rodilla, tobillo y pie, tal como se describié anteriormente utilizando una escala de cuatro puntos (0-3, donde 0 es
normal y 3 grave) ya sea para sinovitis (proliferacion sinovial, infiltracion celular inflamatoria) o destruccion de la
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articulacién (espesor de hueso y cartilago e irregularidad y presencia de erosiones) (Saidenberg-Kermanac’h, N.;
Corrado, A., Lemeiter, D., de Vernejoul, M. C., Boissier, M. C. & Cohen-Solal, M. E. (2004) Bone, 35, 1200-7. Miellot,
A., Zhu, R., Diem, S., Boissier, M. C., Herbelin, A. & Bessis, N. (2005) Eur. J. Immunol., 35, 3704-13).

A.14. Analisis estadistico.

Todas las estadisticas se realizaron utiliziiando el programa informatico StatView version 5.0. Se utilizé ANOVA para
analizar mediciones repetidas tales como las puntuaciones clinicas, el numero de extremidades afectadas, la
ganancia de peso o el nimero de casos. Para comparacion de los datos cuantitativos, se utilizé la prueba de Mann
Whitney no paramétrica. Se utilizé la prueba de la x° con correccion de Yates para comparar los datos cualitativos.

B. Resultados de los Ejemplos 8 a 12

Ejemplo 8: Propiedades biolégicas del producto inmunégeno estable (quinoide FNTa h)
A. Caracterizacién inmunobioquimica

El quinoide FNTa humano es un heterocomplejo KLH-FNTa h que migré en SDS-PAGE en forma de 3 bandas que
presentan pesos moleculares (P.M.) de aproximadamente 250, 105 y 40 kDa (Figura 8-a). Una proporcién bastante
grande del quinoide no migré y se observa a nivel del apilamiento del gel. Se identificaron tanto FNTa h como KLH
con anticuerpos especificos (Figura 8-a).

Un diagrama similar de migracién se obtuvo con el quinoide marcado con 125 en KLH o FNTa h como se muestra en
la Figura 8-b. Se resolvieron cuatro picos en filtracion en gel de Superosa 6. Un pico estaba en el volumen de
exclusién mientras que los otros 3 eran de pesos moleculares 440, 158 y 13,7 kDa (Figura 8-c).

B. Ausencia de bioactividad de FNTa

El quinoide estaba desprovisto de cualquier citotoxicidad provocada por FNTa tal como se evalué mediante la
prueba convencional de L929 incluso a concentraciones mas elevadas (Figura 8-d).

El quinoide FNTa humano unido tanto al receptor | de FNTa h (p55) como al receptor Il (p75) a pesar de su carencia
deseable de bioactividad (Figura 8-e).

Ejemplo 9: Produccion de anticuerpos anti-FNTa en ratones transgénicos para FNTa humano (ratones TTg)

En la inmunizacion de ratones TTg con quinoide FNTa se produjeron valores elevados de los Ab anti-FNTa, mientras
que la inmunizacién con FNTa inactivado o con KLH de referencia no pudo producir ningin Ab anti-FNTa detectable.
Por el contrario en los ratones Balb/c tanto la inmunizacién con quinoide como con FNTa inactivado produjo los Ab
anti-FNTa (Figura 9-a). En los ratones TTg y Balb/C, KLH pero también inmunizaciones quinoides dieron como
resultado la generacién de los Ab anti-KLH (no mostrada). Como se evalia mediante las pruebas de citotoxicidad de
L929 convencionales, el suero hiperinmune a alta dilucién procedente de ratones TTg inmunizados con quinoide,
neutralizé la bioactividad de FNTa incluso a alta diluciéon, mientras que no se produjo ningun efecto de los sueros de
los ratones inmunizados con KLH (Figura 9-b). La actividad estuvo en el maximo 2 a 4 semanas tras el refuerzo,
disminuyé notablemente (> de 50%) en 3 meses (Figura 9-c) y bloqued la union de los receptores R1y R2 de FNTa
(Figura 9-d). Los Ab anti-FNTa h pertenecian principalmente a 19G1 (52%) y a 1gG2a (48%). Habia cantidades
insignificantes de 1gG3, IgM e IgE, medidas por kits ELISA de isotipado. Por ultimo IgG purificada procedente de
sueros hiperinmunes presentan gran afinidad por FNTa hu con KD que oscila entre 5 x 10®° M a 10" M evaluada por
tecnologia Biacore y bloqued la unién de FNTa hu a sus receptores | y Il (Figura 9-f). Estos resultados explican
porqué el FNTa hu circulante no se detecto en los sueros de ratones inmunizados en contraste con su presencia en
ratones no inmunizados a razon de 9 pg/ml.

Ejemplo 10: Seguridad del producto inmunoégeno estable (quinoide FNTa h)

La administracion de dosis elevadas de quinoide FNTa (hasta de 100 pg) no generaba efectos secundarios clinicos
locales o generales en diferentes cepas de ratones (Balb/c; C57BI/6, Swiss), conejos o monos (Maccaca mulata).
Ademas, mientras que FNTa hu natural administrado a ratones C57BI/6 tratados con D-galactosamina produjo la
muerte a las 24 horas (8 de cada 8 ratones) no se produjo ningun efecto del quinoide FNTa h. Ademas, la
inmunizacién con quinoide no produjo efectos adversos incluyendo la respuesta indeseable autoinmune celular anti-
FNTa h y el retraso del crecimiento a largo plazo y la supervivencia de los ratones TTg inmunizados.

El cultivo in vitro de esplenocitos procedentes de ratones TTg inmunizados con quinoide no desencadend ninguna
respuesta inmunitaria mediada por células al propio FNTa h, como se prueba por la proliferacion de linfocitos T y por
la produccion de citocinas (lI-2 e IFNy) en los sobrenadantes del cultivo (Figura 10 (A, B, C)-a). Por el contrario los
ratones Balb/c inmunizados con quinoide presentaban inmunidad notable mediada por células a los FNTa hu
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heterélogos en comparacion con los animales de referencia no inmunizados (no representado). Ninguna respuesta
celular a FNTa mu pudo detectarse en los ratones inmunizados comparados con las referencias (Figura 10 (A, B, C)-
b). Por ultimo, en los ratones TTg inmunizados se observd que una respuesta de los linfocitos T positivos al antigeno
de KLH, igual a la de los animales de referencia que reciben KLH no presentaba ningun efecto clinico detectable
(Figura 10 (A, B, C)-c).

El crecimiento de los ratones inmunizados con quinoide (n = 8), medido por el peso corporal, era comparable al de
los animales de referencia no inmunizados (n = 7) hasta 50 dias después de la inmunizacion pero llegd a ser
significativamente mejor en las etapas posteriores (Figura 11-a). Se sacrificaron los ratones a los 120 dias tras la
inmunizacion para un estudio histolégico comparativo de tejidos de la articulacion. Se continué haciendo seguimiento
en otros grupos de ratones TTg con objeto de observar la evolucién clinica de sus artritis. Entre estos animales, se
sacrificaron los de referencia (n = 3) a los 150 dias a causa de la gravedad de sus artritis. En cambio los 3 ratones TTg
inmunizados con el quinoide FNTa h han permanecido libres de artritis grave (hace mas de 210 dias).

Ejemplo 11: Prevencion del choque letal con FNTa-galactosamina neutralizando anticuerpos producidos por
vacunacion con un producto inmunégeno estable (FNTa h quinoide)

La administracién intraperitoneal de FNTa puede desencadenar en presencia de galactosamina un choque letal en
ratones. El efecto depende de la dosis. Como se muestra en la Tabla 1 en ratones C57BI/6 el choque letal sucedié a
una dosis de 11 ug y en ratones TTg la muerte se realizd a una dosis de a lo sumo 1 ug.

Todas los ratones de referencia no vacunados murieron pero ninguno de los ratones C57BI/6 inmunizados con el
quinoide FNTa h tratados con 11 ug de FNTa h (Tabla 6). Es de destacar que los animales inmunizados no solamente
resistieron el choque letal, ademas continuaron estando clinicamente sanos. Por otra parte, una administracién repetida
de FNTa h-galactosamina a intervalos de un mes no produjo ningun efecto (no representado).

Significativamente, los ratones TTg inmunizados con quinoide, resistieron también el choque letal dependiente de FNTa
h, mientras que los ratones TTg de referencia murieron (Tabla 6). La administracion de dosis mas elevadas de FNTa h
(2 pg) no tuvo ningun efecto sobre los ratones TTg inmunizados con FNTa h quinoide (Tabla 6). Estos animales
sobrevivieron después de un choque repetido de FNTa h después de 2 semanas y permanecieron totalmente sanos
hasta la fecha.

En los ratones inmunizados la proteccion contra el choque fue debida a los Ab anti-FNTa h neutralizantes. Mientras que
los ratones C57BI/6 que reciben IgG no especifica (1 mg) una hora después de la administracion de FNTa (11 pg)-D-
galactosamina murieron en 24 horas, sobrevivieron los ratones administrados con IgG policlonal purificada especifica
de suero hiperinmune (P < 0,001 vs. grupo de referencia). En estos experimentos un subgrupo adicional de referencia y
los ratones inmunizados se sacrificaron 8 h después de la administracion de FNTa h, y el analisis organico
macroscopico presentd atrofia del higado en los ratones de referencia pero no en los inmunizados (P < 0,02 vs. la
referencia). (Tabla 7).

Ejemplo 12: La vacunacién con un producto inmunégeno estable (quinoide FNTa hu) protege a los ratones TTg
del desarrollo de artritis

Se vacunaron siete ratones TTg de siete semanas de vida con KLH/quinoide FNT-a y se controlaron durante un periodo
de 120 dias. Los grupos de referencia estaban constituidos por ratones tratados con KLH y ratones tratados con
solucioén salina, y ninguno de ellos afectados por artritis. Todos los ratones de referencia desarrollaron poliartritis con
inflamacion y deformaciones de la articulacion (Figura 11), mientras que los ratones vacunados con el quinoide
presentaban solamente la enfermedad articular marginal (P<0,0001) (Figura 4-c), con una demora en el comienzo de
los signos clinicos (P<0,05), baja puntuacién del indice clinico maximo (p<0,01) (Tabla 8)) y una enfermedad
manifiestamente menos difusa y muchas menos extremidades afectadas (P<0,0001) (Figura 11-b). Aunque todos los
animales desarrollaron artritis clinica, la enfermedad retrocedié solamente en el grupo inmunizado con FNT-a quinoide
(Figura 11-d); el dia 120, todos los animales excepto uno fueron protegidos en el grupo tratado (Tabla 8), al contrario
que el grupo de referencia (P<0,001).

La evaluacion histologica presentd una franca reduccion de la inflamacién y de la destruccion de la articulacién en los
animales tratados que presentaban bajas puntuaciones histoldgicas (P<0,01) (Tabla 8); por el contrario, los ratones de
referencia presentaban pruebas significativas de artritis, con sinovitis proliferante e infiltrado celular con células
mononucleares y polimorfonucleares, asociadas a erosiones del cartilago y huesos. La incidencia de la sinovitis
histologica o de la destruccion se redujo de manera significativa en ratones tratados con quinoide FNTa-quinoide (Tabla
8).
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Tabla 6. Choque letal dependiente del quinoide FNTa

FNTa h en presencia de D-galactosamina se administré por IP en 0,1 ml de PBS 10 dias después del ultimo refuerzo a
ratones de referencia y a ratones C57BI/6 y TTg inmunizados con quinoide. La prevencién del choque letal evaluado por
supervivencia de animales después de 24 horas se observé solo en ratones inmunizados. *P < 0,01 vs. referencia (xf)

Supervivencia de ratones a las 24 horas (vivos /totales)

C57Bl/6 TTg
FNTa h (ug/ratén) Referencia inmunizados Referencia inmunizados
Experimento 1 1 6/6 6/6 0/6 6/6*
Experimento 2 11 0/6 6/6 no realizado no realizado
" 2 6/6 6/6 no realizado 6/6
" 1 6/6 6/6 0/6 6/6*

Tabla 7. Neutralizacién del choque dependiente de FNTa por IgG hiperinmune

Grupos de ratones recibieron D-galactosamina y FNTa h por IP en 0,1 ml de PBS 30 min. antes de la inyeccion IV de IgG
purificada con proteina G en ratones de referencia y ratones C57BI/6 inmunizados con quinoide *P < 0,001 vs. referencia

(). 1P < 0,02 (¢*)

FNTa h (ug/ratdn) Supervivencia de ratones a las 24 horas Atrofia del higado
(vivos /totales)
Ratones de referencia 11 0/10 5/5
Ratones inmunizados con 11 10/10* 0/5t1
FNT-quinoide
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para preparar un producto inmundgeno anti-FNTa, que comprende las etapas siguientes:
a) proporcionar una solucién liquida que contiene FNTa;
b) afiadir EDTA a dicha solucion liquida que contiene FNTa de la etapa a);
¢) afadir una proteina transportadora a la solucion liquida obtenida al final de la etapa b);
d) afadir glutaraldehido a una mezcla liquida obtenida al final de la etapa c);

e) eliminar el glutaraldehido y las moléculas libres tanto de FNTa como de dicha proteina transportadora de la
solucién obtenida al final de la etapa d);

f) afadir formaldehido a la solucién liquida obtenida al final de la etapa e), y mantener la presencia de
formaldehido durante un periodo comprendido entre 96 horas y 192 horas;

g) afiadir un reactivo que bloquea la reaccién con formaldehido a la solucién liquida obtenida al final de la etapa
f)y

h) eliminar el formaldehido y el reactivo de bloqueo de la solucién liquida obtenida al final de la etapa h), con el fin
de obtener una solucién liquida que contiene dicho producto inmunégeno anti-FNTa.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la etapa b) comprende las etapas siguientes:
b1) afadir EDTA a dicha solucién liquida que contiene FNTa de la etapa a); y
b2) afiadir DMSO a la solucion liquida obtenida al final de la etapa b1).

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que la etapa d) comprende las etapas
siguientes:

d1)afadir glutaraldehido a la mezcla liquida obtenida al final de la etapa c); y

d2)anadir EDTA a los heterocomplejos entre FNTa y dicha proteina transportadora obtenida al final de la etapa
d1).

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que en la etapa a) la concentracion de
FNTa esta comprendida entre 0,1 mg/ml y 50 mg/ml.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que en la etapa a) la concentracion de
FNTa esta comprendida entre 0,5 mg/mly 10 mg/ml.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que en la etapa b) la concentracion de
EDTA esta comprendida entre 1 mM y 500 mM.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que en la etapa b2) la concentracion de
DMSO esta comprendida entre 0,5% v/iv y 20% v/v.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que en la etapa c) la relacién molar de
FNTa a dicha proteina transportadora esta comprendida entre 5:1 y 100:1.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que en la etapa d) la concentracion final de
glutaraldehido esta comprendida entre 0,05% p/p y 0,5% p/p.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, en el que en la etapa d2) la concentracion final
de EDTA esta comprendida entre 1 mM y 10 mM.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que en la etapa e) el glutaraldehido se
elimina realizando una dialisis, realizando una ultrafiltracién con filtracién por dialisis o realizando una filtracién en
flujo tangencial (FFT).

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que en la etapa f), la concentracion lineal
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de formaldehido esta comprendida entre 1% p/p y 10% p/p.

13. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que en la etapa f), la concentracion lineal
de formaldehido esta comprendida entre 2% p/p y 5% p/p.

14. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que en la etapa f) la presencia de
formaldehido se mantiene durante un periodo de tiempo comprendido entre 120 horas y 168 horas.

15. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que en la etapa g), el reactivo de bloqueo
consiste en glicina.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que en la etapa g) la concentracion final de glicina esta
comprendida entre 0,01 My 10 M.

17. Procedimiento segun la reivindicacién 15, en el que en la etapa g) la concentracion final de glicina esta
comprendida entre 0,05 My 2 M.

18. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que en la etapa g), el reactivo de bloqueo
consiste en lisina.

19. Procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que en la etapa g) la concentracion de lisina final esta
comprendida entre 0,01 My 10 M.

20. Procedimiento segun la reivindicacion 18, en el que en la etapa g) la concentracion de lisina final esta
comprendida entre 0,05 My 0,5 M.

21. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el que en la etapa h), el formaldehido y el
agente de bloqueo se eliminan realizando una dialisis, realizando una ultrafiltracién con filtracion por dialisis, o
realizando filtracion en flujo tangencial (FFT).

22. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, en el que dicha proteina transportadora se
selecciona de entre el grupo constituido por la vacuna antidiftérica (DT) y sus mutantes, la vacuna antitetanica
(TT), hemocianina de la lapa californiana (KLH), y la proteina purificada derivada de la tuberculina (PPD), OMPC
de N. meningitidis, la proteina purificada derivada de la tuberculina (PPD), la albumina del suero bovino (ASB) y la
proteina D de Haemophilus influenzae.

23. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, en el que dicha proteina transportadora
consiste en la hemocianina de la lapa californiana (KLH).

24. Procedimiento para preparar una composicion de vacuna que comprende las etapas siguientes:

a) preparar un producto inmunégeno anti-FNTa realizando el procedimiento segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 23; y

b) combinar dicho producto inmundgeno anti-FNTa preparado en la etapa a) con uno o mas inmunoadyuvantes.

25. Producto inmundgeno anti-FNTa preparado por el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a
23.

26. Composicion inmunégena que comprende un producto inmundégeno anti-FNTa preparado por el procedimiento
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, en combinacién con uno o mas excipientes farmacéuticamente
aceptables.

27. Composicién de vacuna que comprende un producto inmundgeno anti-TNFa preparado por el procedimiento
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, en combinacién con uno o mas inmunoadyuvantes.
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