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DESCRIPCION
Poliaminoacido para usar como adyuvante.
Campo técnico

La presente invencion se refiere al uso de un poliaminoacido como adyuvante, al uso de un poliaminoacido como
adyuvante para la fabricacion de una vacuna, y a una vacuna que comprende un poliaminoacido como adyuvante.
La presente invencion se refiere ademas a una nanoparticula en la que se inmoviliza un antigeno y a su uso como
una vacuna.

Antecedentes

Se han desarrollado y usado diversas vacunas para prevenir y tratar una amplia variedad de enfermedades,
incluyendo enfermedades viricas. Sin embargo, cuando un antigeno tal como una proteina virica se administra sélo
a un organismo vivo, la estabilidad de la molécula de antigeno en el organismo vivo es baja y la eficacia de su
incorporacion a las células es insuficiente. Después se han realizado esfuerzos en vacunoterapias actuales, por
ejemplo administrando una mezcla formada por emulsificacion con un vehiculo en particulas apropiado o agente
inmunoestimulante (adyuvante). Sin embargo, no ha habido por ejemplo publicaciéon alguna de un caso en el que un
adyuvante preexistente se use exitosamente para una vacuna HTLV-1 en una infeccion por HTLV-1. Esto es porque
la actividad de los linfocitos T citotéxicos (CTLs) frente al HTLV-1 y la frecuencia de su existencia son bajas.
Ademas, se han hecho intentos por ejemplo para tratar una infeccién con un virus tal como el VIH o un cancer en un
paciente induciendo CTLs que atacan especificamente a las células infectadas o células cancerosas. En tal
tratamiento, se considera que es importante si los CTLs se pueden inducir eficazmente. Con este fin se usa
generalmente un adyuvante tal como adyuvante de Freund o hidréxido de aluminio. Sin embargo, ningun resultado
satisfactorio se ha logrado con respecto a la seguridad o eficacia. Por tanto no se ha publicado que un
poliaminoacido, en particular poli(acido y-glutamico), presenta un efecto excelente como adyuvante tal como se
describe en la presente memoria.

Recientemente, se han promovido investigaciones y desarrollo de nanoparticulas porque se espera que las
nanoparticulas desempefien funciones novedosas en diversos campos debido a su tamafio. También se ha tratado
de utilizar nanoparticulas para terapias. Por ejemplo, una nanoparticula se usa como un vehiculo para un farmaco
en algunos estudios (ver los Documentos de Patente 1 y 2). Sin embargo, existe la preocupacion por la influencia de
la nanoparticula en un organismo vivo, porque su comportamiento en el organismo no se ha dilucidado todavia vy,
por tanto, la toxicidad o seguridad es desconocida. Es esencial para la contribucion real al servicio médico
desarrollar practicamente una nanoparticula biodegradable que pueda sustituir a las nanoparticulas no degradables.
También ha habido preocupacién de que se pierda la actividad de un antigeno, por ejemplo por desnaturalizacién o
degradacion tras la unién del antigeno a una nanoparticula, y la nanoparticula no puede mostrar la funcién como un
adyuvante. Por tanto, no ha habido ninguna publicaciéon sobre el uso, como adyuvante, de un poliaminoacido, en
particular poli(acido y-glutamico), que se prepara como una nanoparticula, una nanoparticula en la que se inmoviliza
un antigeno, o su uso como una vacuna como se describe aqui.

Documento de Patente 1: JP-A-92870/1994
Documento de Patente 2: JP-A-256220/1994

La publicacion MATSUSAKI M ET AL (Chemistry Letters, Chemical Society of Japan, vol. 33, no. 4, 1 de Enero de
2004) se refiere a “Bionanoparticulas Establemente Dispersas y Superficialmente Funcionales Preparadas Auto-
ensamblando Polimeros Anfipaticos de Poli(acido y-glutamico) Hidrofilico que Lleva Aminoacidos Hidrofébicos”.

Descripcion de la invencion
Problemas a resolver por la invencién

Los problemas a resolver por la presente invencidn son proporcionar un adyuvante seguro y eficaz para una vacuna,
asi como proporcionar una vacuna que utiliza el mismo.

Medios para resolver los problemas

Como resultado de estudios intensivos en vista de la situacion descrita anteriormente, los presentes inventores han
descubierto que un poliaminoacido, en particular poli(acido y-glutamico), promueve la diferenciacion y maduracion de
una célula dendritica, es decir, actia como un adyuvante, ademas la accidon se aumenta en la preparacion como
nanoparticulas. Por lo tanto, la presente invencién se ha completado.

La presente invencién proporciona:
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(1) Un copolimero de injerto de poli(acido y-glutdmico) y éster etilico de L-fenilalanina para usar como un
adyuvante para una vacuna, donde el poli(acido y-glutdmico) se prepara como una nanoparticula y donde la
nanoparticula tiene un tamafio de 100 nm — 500 nm.

(2) Una composicion farmacéutica que comprende un copolimero de injerto de poli(acido y-glutamico) y éster
etilico de L-fenilalanina para usar como un adyuvante para una vacuna, donde el poli(acido y-glutdmico) se prepara
como una nanoparticula y donde la nanoparticula tiene un tamafio de 100 nm — 500 nm.

(3) Un copolimero de injerto segun el apartado (1) o una composicidon segun el apartado (2) donde un antigeno
viral se inmoviliza en la nanoparticula.

(4) Un copolimero de injerto o una composiciéon segun el apartado (3), donde el antigeno viral se selecciona del
grupo consistente en un antigeno retroviral, un antigeno de virus influenza, un antigeno de flavivirus, un antigeno del
virus de la diarrea y un antigeno de coronavirus.

(5) Un copolimero de injerto o una composicién segun el apartado (4), donde el antigeno viral es un antigeno
retroviral.

(6) Un copolimero de injerto o una composiciéon segun el apartado (5), donde el antigeno retroviral es un
antigeno VIH.

(7) Un copolimero de injerto o una composicion segun uno cualquiera de los apartados (3)-(6), donde el
antigeno se incorpora a la nanoparticula.

(8) Un copolimero de injerto o una composicién segun uno cualquiera de los apartados (3)-(6), donde el
antigeno esta presente sobre la superficie de la nanoparticula.

(9) Un copolimero de injerto o una composiciéon segin uno cualquiera de los apartados (3) a (8) para la
inmunizacion de un sujeto o para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad en un sujeto.

(10) Un copolimero de injerto o una composicién segun el apartado (9), donde la enfermedad es VIH.
Efectos de la invencion

La presente invencion proporciona el uso, como adyuvante, de un copolimero de injerto de poli(acido y-glutamico) y
éster etilico de L-fenilalanina, donde el poli(acido y-glutamico) se prepara como una nanoparticula y donde la
nanoparticula tiene un tamafio de 100 nm — 500 nm, que es muy segura porque es biodegradable, su uso para la
fabricaciéon de una vacuna, asi como una vacuna que comprende el copolimero de injerto como adyuvante.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un grafico que representa cambios en las cantidades *H-timidina incorporada en linfocitos T resultantes
de la preparacion de y-PGA (poli(acido y-glutamico)) como nanoparticulas.

La Fig. 2 representa resultados de la expresion molecular superficial en células dendriticas, que se miden por un
citémetro de flujo.

La Fig. 3 es un gréfico que representa cantidades de citoquinas segregadas de células dendriticas, que se miden por
ELISA.

La Fig. 4 muestra los efectos de iDCs (células dendriticas inmaduras), diferenciadas por nanoparticulas de y-PGA,
en la activacion de linfocitos T, que se representa por cantidades de *H-timidina incorporada en linfocitos T.

La Fig. 5 es un gréafico que representa el numero de células que producen y-interferon inducido por nanoparticulas
de y-PGA que tienen un antigeno VIH-1 incorporado a ellas.

La Fig. 6 es un grafico que representa titulos de anticuerpos inducidos por nanoparticulas de y-PGA que tienen un
antigeno VIH-1 incorporado a ellas.

La Fig. 7 representa resultados de experimentos para prevenir injerto tumoral usando nanoparticulas de y-PGA con
OVA inmovilizada.

La Fig. 8 representa resultados de experimentos para provocar la induccion de CTLs usando nanoparticulas de
v-PGA con OVA inmovilizada.

La Fig. 9 representa resultados de experimentos para provocar la induccién de CTLs por nanoparticulas de y-PGA
con Taxsg-46 inmovilizado.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2396 240 T3

La Fig. 10 representa resultados de pruebas tumorales para eliminar metastasis pulmonar por nanoparticulas de
y-PGA con OVA inmovilizada.

El mejor modo para realizar la invencion

En un aspecto la presente invencion se refiere al uso de un copolimero de injerto de poli(acido y-glutamico) y éster
etilico de L-fenilalanina, como adyuvante, donde el poli(acido y-glutamico) se prepara como una nanoparticula y
donde la nanoparticula tiene un tamafio de 100 nm — 500 nm. Adyuvante significa una sustancia que estimula un
sistema inmune para mejorar una inmunorreaccion. El adyuvante permite por ejemplo promover la diferenciacion y
maduracion de una célula dendritica, activar una célula T, promover la secrecion de diversas citoquinas y aumentar
una proporcion de induccién de CTLs.

El poliaminoacido usado en el copolimero de injerto de la presente invencion es poli(acido y-glutamico). El
aminoacido puede ser la forma-L o la forma-D, preferiblemente es la forma-L. Aunque los enlaces entre los
aminoacidos constituyentes del poliaminoacido del copolimero de injerto de la presente invencion son generalmente
enlaces peptidicos, los aminoacidos constituyentes pueden estar unidos por medio de otro enlace o un eslabén. Los
ejemplos de los enlaces distintos de un enlace peptidico incluyen, pero sin limitarse a, un enlace éster y un enlace
éter, y los ejemplos de los eslabones incluyen, pero sin limitarse a, glutaraldehido y diisocianato. Ademas, los grupos
funcionales en el poliaminoacido de la presente invencién pueden estar reticulados. La reticulacion permite que se
cambie una propiedad fisica del poliaminoacido y conseguir la propiedad deseada como adyuvante. Los ejemplos de
agentes reticulantes incluyen, pero sin limitarse a, carbodiimida y diglicidiléster. Aunque el poliaminoacido es
preferiblemente soluble, se puede disolver gradualmente a lo largo del tiempo. El peso molecular del poliaminoacido
no esta limitado especificamente, y se puede cambiar dependiendo de la viscosidad o solubilidad deseadas.
Generalmente el peso molecular varia de 1.000 a 5.000.000, preferiblemente de 5.000 a 2.000.000. Un
poliaminoacido usado en la presente invencion es poli(acido y-glutamico). El copolimero de injerto usado en la
presente invencion se prepara como nanoparticulas. La accién como adyuvante se aumenta preparandolo como
nanoparticulas (ver Ejemplo 1). Para la preparacion del poliaminoacido, se puede seleccionar y usar
apropiadamente un método conocido tal como un método de sintesis quimica o un método de fermentacién. Un
método para la preparacion de la nanoparticula se describe mas adelante.

El copolimero de injerto se usa como adyuvante para la fabricacion de una vacuna. El copolimero de injerto se
puede afiadir an cualquier etapa de la preparacion de una vacuna. Alternativamente, la vacuna se puede preparar
mezclando el copolimero de injerto con otros componentes para la vacuna en el momento de usar. Los
componentes del copolimero de injerto, el enlace entre los aminoacidos constituyentes, el poliaminoacido preferible,
la forma preferible del poliaminoacido y similares estan descritos anteriormente. La cantidad del copolimero de
injerto a afadir se puede ajustar apropiadamente dependiendo del tipo de antigeno, el tipo de enfermedad, la
afeccion del sujeto o similares. La vacuna a preparar puede ser una cualquiera de los diversos tipos como se
describen mas adelante. Debido a que la capacidad del copolimero de injerto como adyuvante es alta y la toxicidad
del copolimero de injerto esta ausente o es baja, la vacuna obtenida usando el método de la presente invencion es
muy eficaz y da como resultado pocos efectos secundarios.

En otro aspecto, la presente invencidon se refiere a una vacuna que comprende el copolimero de injerto como
adyuvante. El componente, el enlace entre los aminoacidos constituyentes, el tipo y forma y similares preferibles del
poliaminoacido comprendido en la vacuna de la presente invencion estan descritos anteriormente. La vacuna de la
presente invencion puede comprender, por ejemplo, un excipiente o un vehiculo y, opcionalmente, un agente de
suspension, un agente isotonizante y un agente de conservacion ademas del copolimero de injerto como adyuvante
y un antigeno. La vacuna de la presente invencién puede comprender ademas un adyuvante distinto del copolimero
de injerto de la presente invencion. Su forma de dosificacion no esta especificamente limitada. La vacuna puede
formularse en cualquier forma, y la formulaciéon se puede seleccionar dependiendo de diversos factores tales como
la afeccion del sujeto o el tipo de enfermedad. Puede ser, por ejemplo, una suspensién o una disoluciéon en un
vehiculo acuoso adecuado, o un polvo, una capsula o un comprimido. La vacuna puede estar en forma liofilizada,
que se prepara en suspension o se disuelve en un excipiente adecuado antes de usar. El método, via y nimero de
veces de administracion de la vacuna de la presente invencion no estan especificamente limitados, y se pueden
seleccionar dependiendo de diversos factores tales como la forma de dosificacion, la afeccion del sujeto o el tipo de
enfermedad. Por ejemplo, la vacuna de la presente invencion se puede administrar por medio de inyeccion o
infusién, o por administracion oral. Alternativamente, se puede administrar localmente a un area afectada.

En la vacuna de la presente invencion, el antigeno puede estar o no estar inmovilizado en el copolimero de injerto.
Si el antigeno no esta inmovilizado, hay una seleccidon muy amplia para el antigeno. Seleccionando apropiadamente
el antigeno dependiendo de factores tales como el tipo de enfermedad o afecciéon del sujeto, la vacuna deseada se
puede preparar facilmente. La vacuna en la que se inmoviliza el antigeno se describe mas adelante.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una nanoparticula biodegradable en la que se inmoviliza un
antigeno. Antigeno significa que puede provocar una inmunorreaccion. La forma del antigeno puede ser, por
ejemplo, un patégeno tal como un virus (por ejemplo, el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)) o un
microorganismo patogénico (por ejemplo, la tuberculosis) o una parte suya, o puede ser una proteina o un péptido, o
un acido nucleico. Preferiblemente, el antigeno usado en la presente invenciéon es un antigeno viral. El tipo de
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antigeno no esta limitado especificamente, y se puede usar cualquier antigeno viral. Es preferible, por ejemplo, un
antigeno retroviral tal como un antigeno VIH (por ejemplo, el antigeno VIH-1) o un antigeno HTLV (por ejemplo, el
antigeno HTLV-1), un antigeno de virus influenza, un antigeno de flavivirus tal como un antigeno viral de la hepatitis
C o un antigeno de virus West Nile, un antigeno del virus de la diarrea tal como un antigeno de rotavirus o un
antigeno de norovirus, o un antigeno de coronavirus tal como un virus SARS. Un antigeno retroviral tal como un
antigeno VIH o un antigeno HTLV es mas preferible, y un antigeno VIH es lo mas preferible. El antigeno
inmovilizado en la nanoparticula biodegradable de la presente invencion puede ser antigenos de multiples tipos o
formas diferentes.

Segun la presente invencion, inmovilizar el antigeno en una nanoparticula biodegradable significa que el antigeno y
la nanoparticula biodegradable estan fisicamente enlazados entre si. Preferiblemente, significa que el antigeno esta
incorporado o presente en la superficie de la particula. La inmovilizacion del antigeno en la nanoparticula
biodegradable se puede realizar por diversos métodos conocidos. Sus detalles se describen mas adelante.

Como material para la nanoparticula biodegradable usada en la presente invencién se pueden usar diversos
materiales. La nanoparticula de la presente invencion se administra a un organismo vivo. Por tanto, es preferible que
la nanoparticula misma, o un producto de descomposicién o metabolito suyo, sea segura. Preferiblemente, un
componente principal (preferiblemente 50% en peso o mas, sin un antigeno inmovilizado) de la nanoparticula
biodegradable de la presente invencién es un poliaminoacido, concretamente poli(acido y-glutamico). Los enlaces
entre los aminoacidos que constituyen tal poliaminoacido pueden ser idénticos o diferentes unos a otros. Por
ejemplo, todos los aminoacidos constituyentes se pueden unir por medio de enlaces peptidicos, o los aminoacidos
se pueden unir parcial o totalmente por medio de enlaces distintos a los enlaces peptidicos. Los aminoacidos se
pueden unir por medio de un eslabdn.

Detalles del tipo, composicion, método de preparacion, forma, tamafo y similares de la nanoparticula biodegradable
se describen mas adelante.

En otro aspecto la presente invencion se refiere a una vacuna que comprende la nanoparticula biodegradable en la
que se inmoviliza el antigeno. Se puede usar como una vacuna la nanoparticula biodegradable obtenible como se ha
descrito anteriormente, en la que se ha inmovilizado un antigeno. El antigeno inmovilizado en la nanoparticula
biodegradable se puede seleccionar apropiadamente para obtener diversas vacunas. Preferiblemente puede ser una
vacuna anti-VIH que comprende la nanoparticula biodegradable en la que se inmoviliza un antigeno VIH. En la
vacuna de la presente invencion, la nanoparticula biodegradable se usa como un soporte para la inmovilizacion del
antigeno o un adyuvante. Finalmente, se descompone por enzimas catabdlicas en un organismo vivo y se hace no
téxica o menos téxica. La vacuna de la presente invencién comprende la nanoparticula biodegradable en la que se
inmoviliza el antigeno, y un excipiente o un vehiculo, y opcionalmente otros componentes tales como un agente de
suspensioén, un agente isotonizante y un agente de conservacion. Los ejemplos de vehiculos o excipientes incluyen
un vehiculo acuoso tal como agua, etanol o glicerol, o un vehiculo no acuoso tal como una grasa o aceite (por
ejemplo, un acido graso o un éster de acido graso). La vacuna de la presente invencion se puede formular en
cualquier forma. La formulacion se puede seleccionar dependiendo de factores tales como la afeccion del sujeto o el
tipo de enfermedad. Puede ser, por ejemplo, una suspensioén en un vehiculo acuoso adecuado, o un polvo, una
capsula o un comprimido. Puede ser una vacuna liofiizada que se prepara en suspensién en un vehiculo o
excipiente adecuado antes de la administracion y se usa. El método, via y numero de veces de administracion de la
vacuna de la presente invencién no estan limitados especificamente, y se pueden seleccionar dependiendo de
factores tales como la formulacion, las condiciones del sujeto o el tipo de enfermedad. Por ejemplo, la vacuna de la
presente invencion se puede administrar al sujeto por medio de inyeccion o infusion, o por administracion oral.
Alternativamente, se puede administrar localmente a un area afectada.

Ademas, cambiando apropiadamente el material, componente, peso molecular, tamafio u otros parametros de la
nanoparticula biodegradable, la proporcion y tiempo de liberacion del antigeno se pueden controlar. Se conocen en
la técnica los métodos para proceder asi. La nanoparticula de la invenciéon se puede formular como una vacuna de
liberacion sostenida.

La vacuna de la presente invencién se puede administrar a diversos sujetos con el fin de prevenir y tratar diversas
enfermedades. La enfermedad y el sujeto administrado a los que la vacuna de la presente invencién se puede
aplicar no estan limitados especificamente. Tal prevencion y tratamiento se pueden realizar, por ejemplo,
produciendo una célula presentadora de antigeno (APC) que presenta el antigeno junto con una molécula MHC de
clase |, induciendo un CTL que lo reconoce especificamente, y dafiando una célula cancerosa, una célula infectada
o similares usando el CTL. Asi, las enfermedades prevenidas y tratadas de acuerdo con la presente invencion
incluyen tumores malignos, e infecciones causadas por patdégenos tales como virus o bacterias. Los tumores
malignos incluyen céncer de pecho, cancer de pulmén, cancer gastrico, cancer de colon, cadncer hepatico, cancer de
ovario, cancer de vejiga, leucemia y melanoma maligno. Las infecciones incluyen leucemia de células T del adulto,
hepatitis y sindrome de inmunodeficiencia adquirida. Por ejemplo, la vacuna de la presente invencion se puede usar
para tratar la leucemia de células T del adulto (ver el Ejemplo 8).

También se describe aqui un método para la inmunizacion de un sujeto, que comprende administrar al sujeto la
vacuna, que comprende la nanoparticula biodegradable en la que se inmobiliza un antigeno viral. Seleccionando
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apropiadamente el antigeno viral inmovilizado en la nanoparticula biodegradable que esta contenida en la vacuna de
la presente invencién, es posible inducir una inmunorreacciéon tal como induccién de un CTL o un anticuerpo
especifico para el antigeno viral en el sujeto. El método, via, nimero de veces o similares de la administracion de la
vacuna de la presente invencién se puede seleccionar apropiadamente dependiendo de diversos factores tales
como la afeccién del sujeto o el tipo de antigeno viral.

También se describe aqui un método para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto la vacuna, que comprende la nanoparticula biodegradable en la que se inmoviliza
un antigeno viral. Seleccionando apropiadamente el antigeno viral inmovilizado en la nanoparticula biodegradable
que esta comprendida en la vacuna de la presente invencién, es posible tratar y/o prevenir una amplia serie de
enfermedades que incluyen, por ejemplo, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, leucemia de células T
humana, infeccién por retrovirus, influenza, hepatitis C, infeccion por virus West Nile, infecciéon por rotavirus,
infeccion por norovirus y SARS asi como diversos tumores. El método, via, nUmero de veces o similares de la
administracién de la vacuna de la presente invencion se puede seleccionar apropiadamente dependiendo de
diversos factores tales como las condiciones del sujeto, el tipo de enfermedad o tipo de antigeno viral.

La presente invencion se refiere ademas al uso de la nanoparticula biodegradable en la que se inmoviliza un
antigeno viral para la fabricacion de la vacuna para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad. Seleccionando
apropiadamente el antigeno viral inmovilizado en la nanoparticula biodegradable, es posible fabricar las vacunas
para el tratamiento y/o prevencion de diversas enfermedades tales como las descritas anteriormente.

La presente invencion se refiere ademas al uso de la nanoparticula biodegradable en la que se inmoviliza un
antigeno viral para la fabricacion de la vacuna para la inmunizacién de un sujeto. Seleccionando apropiadamente el
antigeno viral inmovilizado en la nanoparticula biodegradable, es posible fabricar la vacuna que induce una
inmunorreaccion especifica para el antigeno viral en el sujeto.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una nanoparticula biodegradable en la que se inmoviliza un
antigeno. Se pueden usar diversos materiales para la nanoparticula biodegradable usada en la presente invencién.
Tales materiales se conocen bien en la técnica, y se pueden seleccionar y usar apropiadamente. La nanoparticula
de la presente invencion se administra a un organismo vivo. Asi, es preferible que la nanoparticula misma, o un
producto de descomposicién o metabolito suyo, sea segura o no tdxica o menos toxica. Los ejemplos de tales
materiales preferibles incluyen polipéptidos, polisacaridos, poliacidos organicos y sus mezclas.

Una nanoparticula biodegradable cuyo material principal es un polipéptido (denominada “nanoparticula polipeptidica
biodegradable”) tiene como cadena principal poli(acido y-glutamico). Sin embargo, la nanoparticula polipeptidica
biodegradable consiste en dos 0 mas tipos de aminoacidos. En la nanoparticula polipeptidica biodegradable, los
enlaces entre todos los aminoacidos constituyentes pueden ser idénticos o diferentes unos a otros. Por ejemplo,
todos los aminoacidos constituyentes se pueden unir por medio de enlaces peptidicos, o los aminoacidos se pueden
unir parcial o totalmente por medio de otros enlaces distintos de enlaces peptidicos. Los aminoacidos pueden estar
unidos por medio de eslabones. Por ejemplo, es posible conseguir un equilibrio deseado entre hidrofilicidad e
hidrofobicidad introduciendo un aminoacido hidrofébico en una cadena lateral de un poliaminoacido hidrofilico. De
acuerdo con la presente invencion, el polipéptido es un polimero de injerto que consiste en acido y-glutamico y éster
etilico de fenilalanina.

Aunque la forma de la nanoparticula biodegradable usada en la presente invencion no esta limitada
especificamente, en general la nanoparticula biodegradable es esférica. Su tamafio es 100 nm — 500 nm. Tal
tamafio causa un efecto tal como un aumento de la cantidad de un antigeno inmovilizado resultante de un aumento
del area superficial de una particula por unidad de peso, promover la incorporaciéon de un antigeno en una célula
presentadora de antigeno que da por resultado la activacién de un CTL, o la induccidon de produccion de
anticuerpos. Para una nanoparticula en una forma distinta de una forma esférica, el tamafio preferible sigue al de
una nanoparticula esférica.

La nanoparticula biodegradable usada en la presente invencién se puede preparar aplicando un método conocido.
Para la preparacion de la nanoparticula polipeptidica biodegradable se puede usar, por ejemplo, el método de
secado en liquido, método de secado por pulverizacidon, método de cristalizacion esférica, método de sustitucion de
disolvente (precipitacion o dialisis) o el método directo de dispersion por ultrasonidos. Por ejemplo, una
nanoparticula biodegradable que consiste en poli(acido y-glutamico) se puede preparar por el método de sustitucion
de disolvente. Seleccionando o combinando apropiadamente tal(es) método(s), el material, componente, peso
molecular, tamafio, carga u otros parametros para la nanoparticula biodegradable se pueden hacer adecuados para
el objetivo. Ademas, opcionalmente, se pueden reticular las matrices que unen las nanoparticulas.

Como antigeno que se inmoviliza en la nanoparticula biodegradable se pueden usar diversos antigenos. El antigeno
puede ser, por ejemplo, una proteina o un péptido, o un acido nucleico, o puede ser un patégeno tal como un virus,
una bacteria o un hongo, o una parte suya. Por ejemplo, un antigeno tumoral se puede inmovilizar en la
nanoparticula biodegradable. Dependiendo de la condicion del sujeto a ser administrado tal como la especie animal,
edad, peso, estado de salud, o el tipo de enfermedad a prevenir o tratar (por ejemplo, la enfermedad que padece el
sujeto o la predisposicion del sujeto), un antigeno se puede seleccionar apropiadamente e inmovilizar en la
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nanoparticula biodegradable. Se “puede inmovilizar en la nanoparticula biodegradable un tipo de antigeno o dos o
mas tipos de antigenos.

La inmovilizacién del antigeno en la nanoparticula biodegradable se puede realizar por diversos métodos conocidos.
Por ejemplo, son conocidos el método de unién por medio de un enlace covalente o un enlace iénico, o por fuerza
intermolecular, el método de adsorcién, el método de atrapamiento y similares. Por ejemplo, el antigeno se puede
inmovilizar por medio de un enlace covalente entre un grupo funcional en la nanoparticula biodegradable y un grupo
funcional en el antigeno. Alternativamente, el antigeno se puede inmovilizar por medio de un enlace iénico si la
carga de la nanoparticula biodegradable es opuesta a la carga del antigeno. De acuerdo con el método de
atrapamiento, un antigeno proteico por ejemplo se puede inmovilizar en la nanoparticula biodegradable de poli(acido
y-glutamico) introduciendo un aminoacido hidrofébico en poli(acido y-glutamico) por medio de un enlace covalente,
disolviendo el producto en un disolvente organico, y después goteando la disolucion en una disolucién acuosa del
antigeno. Ademas, el método de enlace, el método de adsorcién y/o el método de atrapamiento se pueden combinar
apropiadamente para inmovilizar el antigeno en la nanoparticula biodegradable. Por tanto el antigeno se puede
incorporar a la nanoparticula biodegradable, o puede estar presente en la superficie de la nanoparticula
biodegradable. Tal modo de inmovilizacién se puede seleccionar apropiadamente de acuerdo con el fin de uso de la
vacuna (por ejemplo, el sujeto o tipo de enfermedad). En la nanoparticula biodegradable de la presente invencion en
la que el antigeno se inmoviliza, la conformacién del antigeno no esta influida por la union con la nanoparticula
biodegradable o por la incorporacién a la nanoparticula biodegradable. Es ventajoso en que, por ejemplo, la cantidad
o calidad de la proteina inmovilizada no cambia incluso después de la liofilizacion, y se puede almacenar durante un
largo periodo.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere al uso de una nanoparticula biodegradable en la que se
inmoviliza un antigeno para la fabricacion de una vacuna.

También se describe en la presente memoria un método para la inmunizacién de un sujeto, que comprende
administrar al sujeto la vacuna que comprende una nanoparticula biodegradable en la que se inmoviliza un antigeno.
El material para la nanoparticula biodegradable y similares estan descritos anteriormente. Seleccionando
apropiadamente el antigeno inmovilizado en la nanoparticula biodegradable que esta comprendida en la vacuna de
la presente invencion, se puede inducir en el sujeto una inmunorreaccién tal como la induccion de un CTL o un
anticuerpo especifico para el antigeno. Por ejemplo, se puede usar un patégeno tal como un virus o una parte del
mismo como un antigeno para generar inmunidad a diversas infecciones en el sujeto. Ademas, por ejemplo cuando
se usa la vacuna que comprende la nanoparticula biodegradable en la que se inmoviliza un antigeno tumoral, se
induce en el sujeto una inmunorreaccion especifica para el tumor. El método, via, nimero de veces o similares de la
administracién de la vacuna de la presente invencion se pueden seleccionar apropiadamente dependiendo de
diversos factores tales como la enfermedad del sujeto o el tipo de antigeno.

En la presente memoria se describe también un método para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad en
un sujeto, que comprende administrar al sujeto la vacuna que comprende la nanoparticula biodegradable en la que
se inmoviliza un antigeno. El material para la nanoparticula biodegradable y similares estan descritos anteriormente.
Seleccionando apropiadamente el antigeno inmovilizado en la nanoparticula biodegradable que esta comprendida
en la vacuna de la presente invencion, se puede prevenir y/o tratar una amplia serie de enfermedades. Por ejemplo,
se puede usar un patégeno tal como un virus o parte del mismo como un antigeno para tratar y/o prevenir diversas
infecciones en el sujeto. Por ejemplo, usando la vacuna que comprende la nanoparticula biodegradable en la que se
inmoviliza un antigeno tumoral, también se puede tratar y/o prevenir el tumor en el sujeto. EI método, via, numero de
veces Yy similares de la administracion de la vacuna de la presente invencion se pueden seleccionar apropiadamente
dependiendo de diversos factores tales como las condiciones del sujeto, el tipo de enfermedad o el tipo de antigeno.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de una nanoparticula biodegradable en la que se inmoviliza
un antigeno para la fabricacién de una vacuna para el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad. El material
para la nanoparticula biodegradable y similares estan descritos anteriormente. Seleccionando apropiadamente el
antigeno inmovilizado en la nanoparticula biodegradable, es posible fabricar la vacuna que induce una
inmunorreaccion especifica para el antigeno en el sujeto.

La presente invencién proporciona ademas el uso de una nanoparticula biodegradable como un vehiculo. Cuando se
usa en la presente memoria, vehiculo significa un material que puede transportar una sustancia tal como un
antigeno a un sitio deseado. Seleccionando apropiadamente el tamafio de la nanoparticula biodegradable
dependiendo de, por ejemplo, un tejido o célula de interés, se puede aumentar un efecto de la nanoparticula
biodegradable como vehiculo. Se sabe que una célula presentadora de antigeno tiene una propiedad para absorber
eficazmente una sustancia en particulas con 50 nm — 3 um de diametro. Por tanto, el tamafio por ejemplo de la
nanoparticula biodegradable de la presente invencion se puede ajustar a tal tamafio. Puesto que la nanoparticula de
la presente invencion es biodegradable, es ventajoso que es no téxica 0 menos téxica para un organismo vivo. El
material para la nanoparticula biodegradable, el poliaminoacido preferible y similares estan descritos anteriormente.

La presente invencion proporciona ademdas una composicién farmacéutica que comprende la nanoparticula
biodegradable como vehiculo. La composicion farmacéutica de la presente invencién puede ser cualquiera siempre
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que comprenda la nanoparticula biodegradable. El material para la nanoparticula biodegradable, el poliaminoacido
preferible y similares estan descritos anteriormente.

La presente invenciéon proporciona ademas el uso de la nanoparticula biodegradable como vehiculo para la
fabricacién de la composicién farmacéutica. Cualquier sustancia puede estar comprendida en la composicién
farmacéutica. Por ejemplo, puede estar comprendido un antigeno tal como un antigeno tumoral o un antigeno viral, o
puede estar comprendida una sustancia para la que se conoce un efecto de activacién de una célula presentadora
de antigeno. El material para la nanoparticula biodegradable, el poliaminoacido preferible y similares estan descritos
anteriormente.

Los ejemplos siguientes ilustran la presente invencion con mas detalle, pero no se han de interpretar para limitar el
alcance de la misma. En los ejemplos, poli(acido y-glutamico) se abrevia como y-PGA.

Ejemplo 1
Accion adyuvante de y-PGA

Se aislaron células de médula ésea de un miembro inferior de ratéon y se cultivaron en presencia de GM-CSF para
obtener células dendriticas inmaduras (iDCs) Las iDCs se cultivaron después en el medio que contenia 100 ng/ml de
v-PGA o 100 pg/ml de nanaparticulas de y-PGA (tamafio, 177 nm) durante 2 dias. Las células resultantes se co-
cultivaron con linfocitos T de un ratén alogénico durante 3 dias. Tras el cultivo, los linfocitos T se incubaron con °H-
timidina durante 16 horas. Midiendo las cantidades incorporadas, se examino si el y-PGA y la nanoparticula de -
PGA inducian o no la diferenciacion de iDCs en células dendriticas maduras (mDCs) y estas mDCs activaban los
linfocitos T. Como un control negativo se usaron las iDCs que habian sido cultivadas en el medio sin y-PGA. Los
resultados se representan como valores que definen la cantidad de incorporacion de ®H-timidina en el control
negativo como 100 (%) (Fig. 1). Se descubrié que: el y-PGA aumenta la cantidad de incorporacion de ®H-timidina en
linfocitos T, es decir, permite a las iDCs diferenciarse y madurar en mDCs; las mDCs activan los linfocitos T; y esta
accion (es decir, accion adyuvante) es mejorada preparando y-PGA como una nanoparticula.

Ejemplo 2
Desarrollo de la diferenciaciéon y maduracion de célula dendritica (DC) por nanoparticula de y-PGA.
A. Aumento de la expresion de molécula superficial en DC por nanoparticula de y-PGA.

Las iDCs obtenidas de acuerdo con el método del Ejemplo 1 se cultivaron en el medio que contenia 75, 150 6 300
ug/ml de nanoparticulas de y-PGA durante 2 dias. Tras el cultivo, las moléculas de la superficie celular cuya
expresion se aumenta a medida que las DCs se diferencian y maduran (CD40, CD80, CD86, MHC de clase | y MHC
de clase IlI) se midieron usando un citémetro de flujo. Las iDCs que se habian cultivado en el medio sin una
nanoparticula de y-PGA se usaron como un control negativo, y las mDCs obtenidas cultivando iDCs en el medio que
contenia LPS (lipopolisacarido), que se conoce como un agente inductor de diferenciacién para las DCs, se usadon
como un control positivo. Se descubrié que la nanoparticula de y-PGA puede aumentar la expresién de CD40, CD86
y MHC de clase | de una manera dependiente de la concentracion, es decir, puede inducir la diferenciacién de iDCs
en mDCs y activarlas (ver Fig. 2).

B. Aumento de la cantidad de produccién de citoquinas en DC por nanoparticula de y-PGA

Las iDCs obtenidas de acuerdo con el método del Ejemplo 1 se incubaron con nanoparticulas de y-PGA (75, 150 6
300 pg/ml). Tras la incubaciéon durante 2, 6, 24 6 48 horas, se recogieron los sobrenadantes de cultivo. Las
citoquinas (IL-1B, IL-6, IL-12 y TNF-a) producidas y segregadas de las DCs se cuantificaron por ELISA. Las iDCs
que se habian incubado en el medio sin una nanoparticula de y-PGA durante el mismo periodo de tiempo se usaron
como un control negativo, y las mDCs obtenidas incubando las iDCs con LPS durante el mismo periodo de tiempo
se usaron como un control positivo. Se descubri6 que la nanoparticula de y-PGA aumenta las cantidades de
produccién de IL-1B, IL-12 y TNF-a (ver Fig. 3). Ademas, se descubrié que los aumentos de las cantidades de
produccién de IL-12 y TNF-a son mejorados de una manera dependiente de la concentracién de la nanoparticula de
y-PGA. Se confirmé que la nanoparticula de y-PGA induce la diferenciacién de iDCs en mDCs y las activa, porque
las cantidades de produccion de estas citoquinas se elevan a medida que las DCs se diferencian y maduran.

Ejemplo 3
Accion activadora de linfocitos T por nanoparticula de y-PGA inducida por diferenciacion de iDCs

Segun el método del Ejemplo 1, las iDCs se diferenciaron cultivando en el medio que contenia nanoparticulas de y-
PGA (75, 150 6 300 pg/ml) durante 2 dias. Las células resultantes se co-cultivaron después con linfocitos T de un
raton alogénico durante 4 dias. Tras el cultivo se incubaron linfocitos T con ®H-timidina durante 16 horas. Midiendo
las cantidades de su incorporacion, se examind la accién activadora de linfocitos T de las iDCs diferenciadas. Las
iDCs que se habian cultivado en el medio sin una nanoparticula de y-PGA se usaron como un control negativo, y las
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mDCs obtenidas por diferenciacion y maduracion con LPS se usaron como un control positivo. Se confirmé que las
cantidades de incorporacién de *H-timidina en linfocitos T se elevan de una manera dependiente de la concentracion
de nanoparticula de y-PGA usada para la diferenciacion de las iDCs, es decir, la accion activadora de linfocitos T por
nanoparticula de y-PGA se eleva de una manera dependiente de la concentracion (ver Fig. 4).

Ejemplo 4
Induccion de célula productora de y-interferon por nanoparticula de y-PGA que tiene antigeno VIH (p24) incorporado

Se inmunizaron ratones hembra BALB/c(H-2d) de 6 a 8 semanas de edad con el y-PGA que tenia un antigeno p24
(p24-NP) incorporado, tres veces en intervalos de 7 dias. Como controles se usaron PBS (control negativo), la
nanoparticula de y-PGA (NP) sola, el antigeno p24 (p24) solo, y la mezcla del antigeno p24 y la nanoparticula de
v-PGA (p24+NP). Las cantidades de la nanoparticula de y-PGA y antigeno p24 usadas fueron 1 mg y 25 ug por
inmunizacion, respectivamente. El dia 10 después de la inmunizacioén final, se recogieron células de los bazos y se
incubaron con 10 mg/ml de péptido p24 (AMQMLKETI) (No ID SEC: 1)) 6 10 mg/ml de proteina p24 recombinante
durante 24 horas. Los ndmeros de células productoras de IFN-y especifico de p24 se determinaron por ensayo
ELISPOT (BD Bioscience). Todos los datos estan representados usando los promedios de manchas formadas por
1X10° células (SFU) £ SE. Los significados estadisticos se analizaron utilizando la prueba-t. Los resultados se
muestran en la Fig. 5. Se descubrié que se inducen mas células productoras de IFN-y en el grupo de la inmunizacion
con p24-NP que en los grupos de la inmunizacién con p24 solo y p24+NP.

Ejemplo 5

Induccion de anticuerpo especifico de antigeno por nanoparticula de y-PGA que tiene antigeno VIH-1 (p24)
incorporado

Se inmunizaron ratones hembra BALB/c(H-2d) de 6 a 8 semanas de edad con las nanoparticulas de y-PGA que
tenian un antigeno p24 (p24-NP) incorporado, dos veces en intervalos de dos semanas (n=4). Como controles se
usaron PBS (control negativo), la nanoparticula de y-PGA sola, el antigeno p24 (p24) solo, y la mezcla del antigeno
p24 y adyuvante de Freund completo (p24+CFA). Las cantidades de la nanoparticula de y-PGA y antigeno p24
usados fueron 1 mg y 25 pg por inmunizacion, respectivamente. El dia 10 después de la inmunizacién final, se
recogid sangre, y se midieron los niveles del anticuerpo especifico del antigeno contenido en los sueros. El titulo
final de anticuerpo se representa como un inverso de la proporcion de dilucién final que da por resultado una
absorbancia mayor (450 nm) en 2SDs (aproximadamente 0,1) que la de para un raton no inmunizado. Los
significados estadisticos se analizaron usando la prueba-t. Los resultados se muestran en la Fig. 6. Se descubrid
que los titulos de anticuerpo en los sueros del grupo de la inmunizacién con p24-NP son mucho mayores en
comparacioén con los del grupo de la inmunizacion con p24 solo. Ademas, estos valores son compatibles con los del
grupo de la inmunizacién con CFA que es un adyuvante conocido (p24+CFA).

Los resultados de los Ejemplos 4 y 5 revelan la eficacia de la vacuna que comprende la nanoparticula biodegradable
en la que se inmoviliza un antigeno, de la presente invencion, en particular la vacuna anti-VIH. Se confirmé ademas
que la nanoparticula de y-PGA tiene un efecto como adyuvante.

Ejemplo 6

Experimento para prevenir injerto de crecimiento tumoral por nanoparticula de y-PGA (poli(acido y-glutamico)) con
OVA inmovilizada

A. Materiales

Se compraron ratones C57/BL6 (hembra, de 6 semanas de edad) de Japan SLC, Inc., y se compré de Wako Pure
Chemical Industries, Ltd., adyuvante de Freund completo. Se compraron de American Type Culture Collection
células EG7 que expresan OVA y se cultivaron usando medio RPMI 1640 completo (SIGMA) que contenia 400 pg/ml
de G418 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

B. Métodos

607 mg (4,7 mmoles unitarios) de y-PGA (peso molecular 300.000) se disolvieron en 100 ml de disolucion acuosa de
NaHCO; 54 mM (pH 8,5). Se afiadieron después 901 mg (4,7 mmoles) de hidrocloruro de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (WSC) y 1080 mg (4,7 mmoles) de éster etilico de L-fenilalanina (L-PAE), y se
hicieron reaccionar a temperatura ambiente durante una noche con agitaciéon. Tras la reaccién, la disolucion
resultante se dializ6 frente a agua durante 3 dias usando una membrana de didlisis (peso molecular de
fraccionamiento 50.000) y se liofilizé. El liofilizado resultante se afiadié a 100 ml de etanol y se agité durante una
noche. La disolucion resultante se centrifugd (1.500xg, 20 minutos). El precipitado se secd bajo una presién reducida
para obtener y-PGA-g-L-PAE. Se disolvieron 100 mg de y-PGA-g-L-PAE en 10 ml de DMSO a una concentracién de
10 mg/ml. Se mezclaron e hicieron reaccionar volumenes iguales (1 ml) de 10 mg/ml de y-PGA-g-L-PAE y 2 mg/ml
de OVA (SIGMA). Tras reaccién, la mezcla se centrifugd a 14.000xg durante 15 minutos. Se separd el
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sobrenadante, y el precipitado se volvio a dispersar en PBS. Este procedimiento se repitié para eliminar la OVA sin
reaccionar. Finalmente se prepararon 10 mg/ml de nanoparticula de y-PGA con OVA incorporada. Se descubrié que
el yv-PGA en la forma anfipatica puede incorporar eficaz, homogénea y convenientemente la proteina de interés
solamente dispersandolo en una disolucion de la proteina.

100 pl de muestras que comprendian 100 ug y 10 ug de OVA se inyectaron subcutaneamente para inmunizar
ratones. Se mezclé bien adyuvante de Freund completo (CFA) con un volumen igual de disolucion de proteina OVA
de 2 mg/ml para obtener una emulsion. La emulsidén se utiliz6 como control. Una semana después de la
inmunizacion, se inocularon células EG7 a 1x10° células/50 ul por raton mediante inyeccion intradérmica en el
abdomen. Tras la inoculacién de células EG7, se midieron a lo largo del tiempo los diametros de los tumores, y se
calcularon los volumenes tumorales de acuerdo con la siguiente ecuacion;

(volumen tumoral: mm®) = (diametro mas largo del tumor: mm) x (didmetro mas corto del tumor: mm)? x 0,5236
C. Resultados

Como se muestra en la Fig. 7, se confirmd un retraso notable en el crecimiento tumoral en los grupos de la
inmunizacién con nanoparticulas de y-PGA con OVA incorporada (nanoparticula de y-PGA/OVA (100) y (10)) en
comparaciéon con el grupo de la inmunizaciéon con PBS. Se observé un ligero retraso en el injerto tumoral en los
grupos de la inmunizaciéon con nanoparticulas de y-PGA sin OVA y la inmunizaciéon con OVA (nanoparticula de
v-PGA vacia/OVA (100) y (10)). Se considera que esto esta causado por la incorporacion de OVA, absorbida en la
superficie de la nanoparticula de y-PGA, a las células presentadoras de antigeno. Estos resultados muestran que la
nanoparticula de y-PGA tiene una propiedad de ser facilmente incorporada a la célula presentadora de antigeno.
Ademas, las nanoparticulas de y-PGA con OVA incorporada obtenidas en este ejemplo muestran un efecto
antitumoral mas fuerte que el del grupo de la inmunizacién con adyuvante de Freund completo (CFA/OVA (100)) que
actualmente se sabe que tiene la capacidad mas fuerte para inducir CTLs a nivel experimental animal. Se confirmé
que las nanoparticulas de y-PGA con OVA incorporada obtenidas en este ejemplo se pueden almacenar en un
estado liofilizado y no tienen citotoxicidad. Por tanto, se revel6 que la nanoparticula de y-PGA con OVA incorporada
satisface completamente los requisitos como vehiculo y adyuvante para una vacuna.

Ejemplo 7
Experimento para inducir CTL usando nanoparticula de y-PGA con OVA inmovilizada
A. Materiales

Se proporcionaron células EL4 que expresan OVA por Cancer Cell Repository, Institute of Development, Aging and
Cancer, Tohoku University, y se cultivaron usando medio RPMI 1640 completo (SIGMA) que contenia
2-mercaptoetanol 5x10° M (Invitrogen), 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) y 10% de suero bovino fetal (FBS). Se compré mitomicina C de Mako Pure Chemical Industries, Ltd.,
se compré IL-2 recombinante de ratén de Peprotech, y se compré Naz®'CrO, de Amersham Bioscience. En el
Ejemplo 6 se describen ratones C57/BL6, adyuvante de Freund completo y células EG7.

B. Métodos

Se prepararon nanoparticulas de y-PGA con OVA incorporada como se describe en el Ejemplo 6. La inmunizacion
de ratones se realizé inyectando subcutaneamente 100 ul de muestra que comprendia 100 ng 6 25 pg de OVA. El
dia 10 después de la inmunizacién, se pasaron esplenocitos a través de mallas de nailon para desunirlas en células
sencillas, y se recogieron células mononucleares. Las células mononucleares (4x106 células/ml) recogidas de cada
raton inmunizado se co-cultivaron con EG7 (4x105 células/ml) que se habian tratado con 30 pg/ml de mitomicina C
durante 30 minutos en medio RPMI 1640 completo que contenia 10 U/ml de IL-2 de ratén, durante 5 dias (37°C, CO»
al 5%) para preparar células efectoras. Como células diana se usaron células EL4 y células EG7 marcadas con
Naz*'CrO4 (0,56 MBq/1O6 células 37°C, 1 hora). Las células diana se afadieron a una placa de 96 pocillos a la
concentracion de 10* células/pocillo, y después se afadieron células efectoras a la concentracion de 12,5, 25, 50 6
100x10* células/pocillo. Se incubaron a 37°C durante 4 horas, y se midieron las actividades de ®ICr en los
sobrenadantes. Las actividades de los CTLs se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Lisis (%) = 100 x {(liberacion de °'Cr con células efectoras) — (Liberacion espontanea de °'Cr)} / {(Liberacion maxima
de *'Cr) — (Liberacién espontanea de *'Cr)}

C. Resultados

Se observé inducciéon de CTLs especificos de OVA en bazos de ratones inmunizados con nanoparticulas de y-PGA
(Fig. 8(a) y (b)). Mostraron efectos antitumorales mas intensos que los del grupo de la inmunizacién con CFA/OVA
(Fig. 8(d)). No se observo actividad de CTLs en el grupo de la inmunizacion con OVA sola (Fig. 8(e)). En el grupo de
nanoparticula de y-PGA vacia/OVA (Fig. 8(c)), se encontrd una ligera actividad de CTLs. Se considera que esto esta
causado por la incorporacién de OVA, absorbida en la superficie de la nanoparticula de y-PGA, a las células
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presentadoras de antigeno. Estos resultados muestran que una nanoparticula de y-PGA que es biodegradable tiene
una propiedad de ser facilmente incorporada a una célula presentadora de antigeno y una muy excelente capacidad
como vehiculo y adyuvante para un antigeno inductor de CTLs.

Ejemplo 8
Experimento para inducir CTL usando nanoparticula de y-PGA con Taxsg.4¢ inmovilizado
A. Materiales

Se compraron ratones C3H/HedJ (hembra, de 6 semanas de edad) de Japan SLC, Inc. Se compraron fibroblastos de
raton (L929) de ATCC, y se cultivaron usando medio MEM completo (SIGMA) que contenia 100 U/ml de penicilina,
100 ng/ml de estreptomicina (Wako Pure Chemical Industries Ltd.) y suero de bovino fetal (FBS) al 10%. Se compré
péptido Taxss.ss de SIGMA Genosys. El adyuvante de Freund completo y Na,*'CrO4 estan descritos anteriormente.

B. Métodos

Como se describe en el Ejemplo 6, se prepararon nanoparticulas de y-PGA que tenian |ncorporado péptido Taxss4e
que es un epitopo de virus de leucemia de células T humana (HTLV-1) restringido al H- 2K" de raton. Las
inmunizaciones de ratones se realizaron inyectando subcutdneamente 100 pl de muestra que contenia 100 pmoles 6
10 pmoles de péptido Taxsss tres veces en intervalos de una semana. El dia 10 después de la inmunizacion flnal
se recogieron células mononucleares como se describe en el Ejemplo 7. Se trataron células mononucleares (1x10
células/ml) con 30 ug/ml de mitomicina C durante 30 minutos, y se mezclaron con células L929 puestas en accion
con péptido Taxsg.as 1 UM (2,5x106 células/ml) en la relaciéon de 4:1. Se co-cultivaron en medio RPMI 1640 completo
que contenia 10 U/ml de IL-2 de ratén durante 5 dias (37°C, CO, al 5%) para preparar células efectoras. Como
células diana se usaron células L929 que se habian hecho reaccionar con péptido Taxss.4s 1 tM y se marcaron con
Naz*'CrO4 (0,56 MBq/106 células, 37°C, 1 hora). Se afiadieron células diana a una placa de 96 pocillos a la
concentracmn de 10* células/pocillo, y se afiadieron después células efectoras a las concentraciones de 12 5, 25, 50
6 100x10* células/pocillo. Se incubaron a 37°C durante 4 horas, y se midieron las actividades de *ICr en los
sobrenadantes. Las actividades de CTLs se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuacion:

LISIS (%) = 100 x {(liberacion de *'Cr con células efectoras) — (Liberacion espontanea de °'Cr)} / {(Liberacion maxima
de’® Cr) — (Liberacién espontanea de’® Cr)}

C. Resultados

Como se muestra en la Fig. 9(a), se observd induccién de CTLs especificos de Taxss4s en bazos de ratones
inmunizados con nanoparticlas de y-PGA en comparacién con la del grupo de la inmunizacién con PBS (Fig. 9(d)).
Estos fueron efectos antitumorales mas intensos que los del grupo de la inmunizacién con CFA/Taxss.ss (Fig. 9(b)).
En el grupo de la inmunizacién con Taxss4s S0l0, no se observo actividad de CTLs (Fig. 9(c)). Las nanoparticulas con
Taxss4e6 inmovilizado obtenidas en este ejemplo tienen una propiedad o caracteristica similar a las obtenidas en los
Ejemplos 6y 7.

Ejemplo 9
Prueba para eliminar metastasis pulmonar tumoral usando nanoparticula de y-PGA con OVA inmovilizada
A. Materiales

Se proporcionaron células B16-OVA, que se habian preparado introduciendo cDNA de OVA junto con gen de
resistencia a higromicina B en células de melanoma B16, por el Dr. Yasuharu NISHIMURA del Departamento de
Inmunogenética, Facultad de Ciencias Médicas y Farmacéuticas, Kumamoto University. Se cultivaron usando DMEM
que contenia FBS al 10%, 2-ME 50 uM y 200 pg/ml de higromicina B. Se compraron ratones C57/BL6 (H—2b; de7a
10 semanas de edad, hembras) de Japan SLC, Inc. Otros materiales estan descritos anteriormente.

B. Métodos

Se administraron células B16-OVA (‘Ix106 células) en venas de la cola de ratones C57BL/6. El dia 0, 3 y 7 después
de la inoculacién, se inmunizaron ratones administrando subcutaneamente a sus lomos nanoparticulas de y-PGA
con OVA incorporada (nanoparticula de y-PGA/OVA), OVA emulsionada con CFA (CFA/OVA) o disolucién de OVA
(OVA sola) (n=9) preparada como se ha descrito anteriormente. Se usaron 100 pg de OVA. Se administré PBS como
control negativo. El dia 25 se separaron los pulmones y se fijaron con disolucidon de Bouin (una disolucion saturada
de acido picrico: formaldehido: acido acético glacial = 15:3:1). El nimero de colonias metastatizadas en la superficie
pulmonar se contd bajo el microscopio estereoscépico. Los significados estadisticos se analizaron usando la prueba
de Mann-Whitney. Los resultados se presentan como porcentaje (%) respecto al numero de las colonias
metastasizadas del grupo de la administracion de PBS (Fig .10).
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C. Resultados

Se confirmé que el grupo de la inmunizacion con nanoparticula de y-PGA/OVA (p<0,01) tiene efectos de eliminacién
de metastasis pulmonar que previenen el injerto pulmonar de células B16-OVA al pulmén que tienen alta capacidad
para metastatizarse al pulmoén. Ademas, los efectos fueron mas intensos que los de CFA/OVA (p<0,01). Se confirmd
que la nanoparticula de y-PGA/OVA es util también para el tratamiento.

Ejemplo 10

Evaluacién de la seguridad de la nanoparticula de y-PGA por analisis histopatologico del sitio administrado con
nanoparticula de y-PGA.

A. Métodos

10 mg/ml de nanoparticula de y-PGA, CFA e IFA emulsionados con igual volumen de PBS, o PBS (20 pl/ratén) se
administraron subcutaneamente a las almohadillas plantares de ratones. El dia 7 después de la administracion se
amputaron las almohadillas plantares. Se fijaron con formalina tamponada neutra al 10% y se incrustaron en bloques
de parafina. Se prepararon secciones tisulares de 5 ym, y se tifieron muestras con hemetoxilina-eosina para realizar
observacion histopatolégica.

C. Resultados

En tejidos subcutaneos de ratones administrados con CFA e IFA, se indujeron reacciones inflamatorias. En cambio,
las nanoparticulas de y-PGA dafaron solo ligeramente el sitio administrado, y se observé poca infiltracion de células
inflamatorias (datos no mostrados). Se confirmé que la nanoparticula de y-PGA tiene alta seguridad.

Aplicabilidad Industrial

La presente invencidon proporciona un adyuvante seguro y eficaz y una vacuna que usa el mismo. Por tanto, la
presente invencion se puede usar en los campos de la medicina y similares (por ejemplo, el campo de la preparacion
de la medicina para la prevencion, tratamiento o diagnosis de enfermedades).
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REIVINDICACIONES

1. Un copolimero de injerto de poli(acido y-glutamico) y éster etilico de L-fenilalanina para usar como adyuvante para
una vacuna, donde el poli(acido y-glutamico) se prepara como una nanoparticula y donde la nanoparticula tiene un
tamafio de 100 nm — 500 nm.

2. Una composicion farmacéutica que comprende un copolimero de injerto de poli(acido y-glutamico) y éster etilico
de L-fenilalanina para usar como adyuvante para una vacuna, donde el poli(acido y-glutdmico) se prepara como una
nanoparticula y donde la nanoparticula tiene un tamafio de 100 nm — 500 nm.

3. Un copolimero de injerto segun la reivindicacion 1 o una composicidon segun la reivindicacién 2 donde un antigeno
viral se inmoviliza en la nanoparticula.

4. Un copolimero de injerto o una composicién segun la reivindicacion 3, donde el antigeno viral se selecciona del
grupo consistente en un antigeno retroviral, un antigeno de virus influenza, un antigeno de flavivirus, un antigeno del
virus de la diarrea y un antigeno de coronavirus.

5. Un copolimero de injerto o una composicion segun la reivindicacion 4, donde el antigeno viral es un antigeno
retroviral.

6. Un copolimero de injerto o una composicién segun la reivindicacion 5, donde el antigeno retroviral es un antigeno
VIH.

7. Un copolimero de injerto o una composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-6, donde el antigeno
se incorpora a la nanoparticula.

8. Un copolimero de injerto o una composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-6, donde el antigeno
esta presente en la superficie de la nanoparticula.

9. Un copolimero de injerto o una composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 8 para la
inmunizacion de un sujeto o para el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad en un sujeto.

10. Un copolimero de injerto o una composicién segun la reivindicacion 9, donde la enfermedad es el VIH.
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iDC diferenciada por nanoparticula de y-PGA

|

0 100 200 300
Incorporacién de *H-timidina (%)
Fig. 2
Célula CD40 CD80 CD86 MHC de MHC de
clase | clase Il
iDC 100 100 100 100 100
mDC 460 226 227 268 275
iDC + nanoparticula de y-PGA 173 97 91 180 140
(75 pg/ml)
iDC + nanoparticula de y-PGA 233 83 157 213 160
(150 pg/ml)
iDC + nanoparticula de y-PGA 353 86 227 235 148
(300 pg/ml)

La medida es el valor que define la expresion (intensidad fluorescente media) en iDC como 100.
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Fig. 3
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—#— iDC + nanoparticula de y-PGA (150)
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Fig. 4
Célula Cantidad de °H-timidina
incorporada
Célula T sola 9+4
mDC sola 1516
CélulaT +iDC 100
Célula T + mDC 338+126
Célula T +iDC diferenciada por 75 ug/ml de nanoparticula de y-PGA 255413
Célula T +iDC diferenciada por 150 ug/ml de nanoparticula de y-PGA 545+87
Célula T +iDC diferenciada por 300 pg/ml de nanoparticula de y-PGA 14274440

Valor que define la cantidad de incorporacion de *H-timidina en el caso de célula T +iDC como 100
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Fig. 5
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Fig. 6

p <0.05
6 |
p < 0.05 @
' ® O

= b
=Y)]
) oo O
2 N ®
S 4 O
=]
-2
=
«
[<P)
=}
. 3
=
=
= -.

2

]
1

PBS NP p24  p24-NP p24 + CFA

18



Fig. 7

2500

g 8

Volumen Tumoral (mm3)
—t
3
[~]

ES 2396 240 T3

r

+y-PGAInanopaarticuIaOVA (100)

—&— nanoparticula de y-PGA/OVA (10)

—4— nanoparticula de y-PGA vacia/OVA (100)
____A__nanoparticula de y-PGA vacia /OVA (10)
—m— CFAIOVA

—o— OVA soluble (100)

—4—PBS ()

Tiempo tras las inoculacién tumoral (dias)

19



Fig. 8
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