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DESCRIPCION
Vacuna del VHB y procedimiento de preparacion de la misma

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una vacuna del virus de la hepatitis B (VHB) que comprende un antigeno de
superficie de VHB completo recombinante que consiste en antigeno preS y antigeno S que comprende ademas un
antigeno del nucleo del VHB ademas del antigeno de superficie completo, y a un procedimiento de preparacion de la
misma.

Técnica antecedente

La infeccion por VHB provoca hepatitis aguda y hepatitis cronica. La mayoria de los individuos que tienen infeccion
por VHB se recuperan completamente de la infeccién del virus después de 1 a 2 meses, pero aproximadamente el
10 % de ellos se convierten en pacientes de hepatitis cronica. Dependiendo de la edad de la infeccion, la velocidad
con que se convierte en infeccién cronica es mucho peor, mostrando mas del 95 % para los neonatos de menos de
2 meses, reduciéndose a medida que aumenta la edad, y llegando a aproximadamente el 25 % para nifios de cinco
afios de edad. La infeccién crénica del VHB provoca mayor riesgo de desarrollo de cirrosis hepatica y cancer. El
antigeno de superficie del VHB (HBsAg) se detecta en la sangre de pacientes con infeccion cronica de VHB, sin
embargo, el anticuerpo anti HBsAg no aparece debido al desarrollo de tolerancia inmunitaria. Por lo tanto, el objetivo
final para el tratamiento de la infeccion de VHB croénica es inducir anticuerpos anti HBsAg en el suero y eliminar el
VHB de la sangre y el higado.

La vacuna terapéutica descrita en la presente invencién es adecuada para el tratamiento de infecciéon crénica de
VHB, por que detiene la tolerancia inmunitaria e induce respuesta inmunitaria contra el VHB para eliminar antigeno
del VHB de la sangre. Las vacunas terapéuticas contra la infeccion cronica de VHB deberian cumplir los siguientes
criterios; deben ser capaces de interrumpir la tolerancia inmunitaria e inducir respuestas inmunitarias contra el VHB,
inducir fuerte inmunidad humoral y mediada por células para resolver la infeccion viral cronica.

Después de la infeccion por VHB, cuando se induzcan respuestas inmunitarias policlonales, se resolveria la
infeccion. Por otro lado cuando se indujeran respuestas inmunitarias oligoclonales débiles, la infeccién conduciria a
infeccion cronica. Este hallazgo sugiere que una vacuna terapéutica debe contener antigenos capaces de
proporcionar diversos epitopos necesarios para inducir respuesta inmunitaria policlonal.

El gen del antigeno de la envoltura del VHB consiste en region preS (preS1 y preS2) y S, y después de la
transcripcion, se sintetizan tres proteinas de la envoltura (proteina L, proteina M y proteina S) por traduccion
alternativa en cada uno de los tres codones de inicio. La proteina L consiste en aproximadamente 400 aminoacidos
dependiendo del subtipo de VHB, que comprende el dominio preS 1, dominio preS2 y dominio S, cuyo inicio de la
traduccion comienza en el codéon AUG de preS1. La proteina M consiste en aproximadamente 281 aminoacidos, que
comprenden el dominio preS2 y dominio S, cuyo inicio de la traduccién comienza en preS2. La proteina S consiste
en aproximadamente 226 aminoacidos, que comprenden solamente el dominio S, y compone la parte mas
abundante en las particulas del virus. Los dominios S de estas proteinas de envoltura se incluyen en la membrana
lipidica y forman particulas de 22 nm y 42 nm y forma de baston dependiendo de la relacion de tres proteinas de
envoltura de tamafos diferentes. Los dominios preS1 y preS2 contenidos en proteinas M y L son altamente
inmunogénicos y ayudan a inducir anticuerpos especificos de proteina S en ciertas cepas de ratones congénicas en
las que la proteina S por si sola no es inmunogeénica.

Como se ha descrito anteriormente, es importante proporcionar conjuntos completos de epitopos especificos de
antigenos de la envoltura y antigeno de VHB como formas de particulas altamente inmunogénicas, el desarrollo de
una vacuna de VHB que contiene la proteina preS completa y proteina S es el objetivo de la presente invencion. En
particular, experimentos tanto animales como humanos han mostrado que la vacuna que contiene antigenos tanto
preS como S puede inducir respuestas inmunitarias mas fuertes y respuestas mucho mas rapidas que la vacuna que
contiene solamente antigeno S. Es decir, la vacuna que contiene antigenos tanto preS como S es mas
inmunogénica e induce respuestas inmunitarias rapidas, en comparaciéon con la vacuna que contiene solamente
antigenos S, mostrando de este modo que la proteina L es mas util como una vacuna terapéutica para el tratamiento
de hepatitis B crénica.

Sin embargo, la mayoria de las vacunas de VHB disponibles en el mercado contienen solamente proteina S. Esto
podria deberse a que la expresion de proteina L en formas de particula vistas en el paciente con VHB crénico no ha
tenido éxito a partir de sistemas de expresion de células eucariotas tales como Saccharomyces cerevisiae o
Hansenula polymorpha.

Ademas, ha habido intentos de coexpresar una parte del antigeno preS (en particular, preS2) y el antigeno S en
células eucariotas tales como Saccharomyces cerevisiae o Hansenula polymorpha, sin embargo, no se descubrid
que los productos tuvieran suficiente inmunogenicidad.

Ademas, ha habido otros intentos de producir antigenos de VHB, en los que el gen de preS se expreso por separado
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para producir el antigeno preS solamente, y después se mezclé con antigeno S. Sin embargo, la forma soluble lineal
producida de antigeno preS no fue m uy inmunogénica. Por lo tanto, el intento de mejorar la inmunogenicidad no
tuvo éxito en comparaciéon con el antigeno de superficie completo, en el que el antigeno preS y antigeno S se
coexpresan en formas de particulas y los antigenos preS se localizan en la superficie externa de las particulas.

En consecuencia, para mejorar la inmunogenicidad, hay que expresar simultaneamente los antigenos preS y S, y
hay que localizar los antigenos preS en la superficie externa de particulas que consisten en antigenos S.
Recientemente, Scigen ha desarrollado una vacuna de VHB en Israel y afirman que contiene el antigeno de
superficie completa, es decir, los antigenos tanto preS como S.

Divulgacion de la invencién

Problema técnico

Los presentes inventores han desarrollado con éxito una linea celular CHO que puede producir antigeno de la
envoltura del VHB que contiene antigenos preS y S en formas de particula. Han descubierto que, cuando el gen de
envoltura completo del virus de la hepatitis B se introdujo en un vector especifico, se expresaban los tres tipos de
proteinas de superficie (proteina L, proteina M y proteina S) en las formas de particulas vistas en la sangre de
pacientes con VHB crénico. Usando este antigeno, se ha desarrollado una vacuna de VHB fuerte que comprende el
antigeno de superficie completo recombinante, y ademas se ha descubierto que es altamente eficaz en la induccién
de respuestas inmunitarias fuertes en un ratén transgénico que produce antigeno de VHB en la sangre pero sin
ninguna cantidad detectable de anticuerpo especifico de VHB.

Solucion técnica

Es un objeto de la presente invencion proporcionar una vacuna de VHB que comprenda antigeno de superficie
completo que consiste en tres tipos de proteinas de superficie (proteina L, proteina M y proteina S) en formas de
particula.

Preferentemente, es un objeto de la presente invencion proporcionar la vacuna que comprende un antigeno de
superficie de VHB, en el que la proteina L, la proteina M y la proteina S se coexpresan de un vector de expresion
que comprende el gen de envoltura completo que codifica los antigenos preS1, presS2 y S del virus de la hepatitis
B, y los antigenos preS producidos se localizan en la superficie externa de particulas formadas por estos antigenos.

Es otro objeto de la presente invencion proporcionar un procedimiento para preparar una vacuna de VHB potente.

Es otro objeto de la presente invencién proporcionar un vector de expresion recombinante capaz de expresar los tres
tipos de proteina de superficie (proteina L, proteina M y proteina S).

Es otro objeto de la presente invenciéon proporcionar una célula transformada con el vector de expresion
recombinante.

Es otro objeto mas de la presente invencion proporcionar una terapia inmunitaria adecuada par tratar la infeccion por
VHB crénica como una forma de vacuna de VHB.

Es otro objeto de la presente invencién proporcionar una vacuna multiantigeno de VHB para potenciar la inmunidad
tanto humoral como mediada por células preparada afiadiendo un antigeno del nicleo de VHB recombinante y/o
adyuvante a la vacuna.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquematico de un vector que expresa un antigeno de superficie completo
recombinante (proteina S, proteina M, proteina L):

La Figura 2 es una fotografia de SDS-PAGE vy transferencia de Western del antigeno de superficie completo
recombinante purificado (proteina S, proteina M, proteina L)

La Figura 3 es una fotografia de transferencia de Western del antigeno de superficie completo recombinante
purificado tratado con N-glucosidasa;

La Figura 4 es una fotografia de microscopio electronico del antigeno de superficie completo recombinante;

La Figura 5 es una fotografia de SDS-PAGE y transferencia de Western del antigeno del niucleo recombinante
purificado (Ag del nucleo);

La Figura 6 es una fotografia de microscopio electrénico del antigeno del nucleo recombinante purificado,

La Figura 7 muestra la comparacion de titulos de anticuerpos entre la vacuna de VHB que comprende el
antigeno de superficie completo de acuerdo con la presente invencion y vacunas conocidas;

La Figura 8 muestra la comparacion de DEs entre la vacuna de VHB que comprende el antigeno de superficie
completo de acuerdo con la presente invencion y vacunas conocidas;

La Figura 9 muestra la induccion de la respuesta inmunitaria humoral en ratdon normal por la vacuna
multiantigeno de acuerdo con la presente invencion;

La Figura 10 muestra la induccion de respuesta inmunitaria mediada por células en ratén normal por la vacuna
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multiantigeno de acuerdo con la presente invencion;

La Figura 11 es una fotografia de microscopio electrénico de conjugado de oro coloidal revestido con preS;

La Figura 12 muestra la induccion de respuesta inmunitaria humoral en ratén normal por conjugado de oro
coloidal;

La Figura 13 muestra la induccién de respuesta inmunitaria mediada por células en ratén normal por conjugado
de oro coloidal;

La Figura 14 muestra la induccion de respuesta inmunitaria humoral en ratén normal por la vacuna terapéutica de
acuerdo con la presente invencion;

La Figura 15 muestra la induccion de respuesta inmunitaria mediada por célula en ratéon normal por la vacuna
terapéutica de acuerdo con la presente invencion;

La Figura 16 muestra la induccion de respuesta humoral en ratén transgénico por la vacuna terapéutica de
acuerdo con la presente invencion;

La Figura 17 es el resulto de un ensayo de ELISPOT que muestra la induccion de la respuesta inmunitaria
medida por células en raton transgénico por la vacuna terapéutica de acuerdo con la presente invencion;

La Figura 18 es el resultado del ensayo de ELISA que muestra la induccion de respuesta inmunitaria medida por
células en ratdn transgénico por la vacuna terapéutica de acuerdo con la presente invencion;

La Figura 19 muestra la reduccion de antigeno de superficie (particula de tipo virus) en sangre por la vacuna
terapéutica;

La Figura 20 muestra la reduccion de la expresion de un gen viral y aumento de la expresion de interferén g por
la vacuna terapéutica;

La Figura 21 muestra la induccion de respuesta inmunitaria humoral en ratdén transgénico por la vacuna
terapéutica de acuerdo con la presente invencion;

La Figura 22 es el resultado de un ensayo de ELISPOT que muestra la induccidon de la respuesta inmunitaria
medida por células en raton transgénico por la vacuna terapéutica de acuerdo con la presente invencion;

La Figura 23 es el resultado de un ensayo de ELISA que muestra la induccion de respuesta inmunitaria mediada
por células en ratén transgénico por la vacuna terapéutica de acuerdo con la presente invencion; y

La Figura 24 muestra la reduccion del antigeno de superficie (particula de tipo virus) en sangre por la vacuna
terapéutica de acuerdo con la presente invencion.

Mejor modo para llevar a cabo la invenciéon

En una realizacion, la presente invencion proporciona una vacuna de VHB, que comprende un antigeno de
superficie completo recombinante que consiste en proteina L, proteina M y proteina S en formas de particula y
ademas el compuesto como se define en la reivindicacion 1.

El antigeno de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg) estd compuesto de tres proteinas de la envoltura
relacionadas que se sintetizan por el uso alternativo de tres codones de inicio de la traduccion y un codon de parada
comun. La proteina HBsAg incluye un polipéptido principal de 226 aminoacidos, designada proteina S en una forma
no glucosilada (p24) y glucosilada (gp27). La proteina de tamafio medio, proteina M tiene 55 aminoacidos
adicionales en la regién N terminal del dominio S, que se denomina un dominio preS2 correspondiente a gp33 y
gp36. La proteina L mayor tiene 119 aminoacidos adicionales (dominio preS1) en la regién N terminal de la proteina
M que consiste en los dominios S y preS2, que se designa p39 y gp42 segun la glucosilacion. En las particulas
HBsAg de envoltura nativa, los dominios S de la proteina L, proteina M y proteina S estan unidos operativamente
entre si por enlaces disulfuro intermoleculares para formar particulas virales.

La importancia relativa de la respuesta inmunitaria para cada uno de los dominios S, preS2 y preS1 se entiende solo
parcialmente, sin embargo, se ha indicado que la respuesta inmunitaria al antigeno preS potencia la
inmunogenicidad del antigeno S (ref. Milich DR y col Science 228: 1195-1199, 1985; Milich DR y col J Immunol 23:
511-523, 1986; Milich DR y col Proc Natl. Acad Sci USA 85: 1610-1614, 1988). Ademas, se ha indicado que los
anticuerpos contra antigenos preS bloquean la union, endocitosis y posiblemente la penetraciéon de membrana del
virus de la hepatitis B en el hepatocito (Neurath AR y col. Nature 315: 154-156, 1985; Neurath AR y col. Vaccine 4:
35-37, 1986; Gerlich WH y col. Vaccine 8: S63-S68, 1990). En consecuencia, las vacunas del VHB de tercera
generacion que contienen antigenos tanto preS como S pueden inducir mas eficazmente respuestas inmunitarias
que las vacunas que contienen el antigeno S solamente.

De acuerdo con la presente invencion, puede prepararse una vacuna del VHB que comprende un antigeno de
superficie completo del VHB recombinante, en la que se incluye el antigeno de superficie completo del VHB
recombinante que contiene proteinas S, M y L expresadas de un vector de expresion, y los antigenos preS que
consisten en preS1 y preS2 se localizan en la superficie externa de particulas que se forman por enlaces entre
antigenos S. La vacuna que comprende el antigeno de la presente invencion es util como una vacuna terapéutica,
dado que induce respuestas inmunitarias mucho mas fuertes en comparacién con vacunas que contienen solamente
antigenos S o vacunas que contienen los antigenos S y preS expresados por separado en una forma mixta.

Entre las vacunas del VHB conocidas, las vacunas del VHB de segunda generacion contienen solamente el antigeno
S, y las vacunas del VHB de tercera generacion no contienen los tres antigenos de superficie, sino que contienen
una parte del antigeno preS y del antigeno S o contienen cantidades apenas detectables del antigeno preS, incluso
aunque contienen supuestamente antigenos tanto preS como S. Esto podria deberse a la pérdida de la parte preS
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en el procedimiento de purificacién. Por lo tanto, el antigeno de superficie producido puede no ser tan inmunogénico
como un antigeno de superficie completo, o el antigeno preS y antigeno S se expresan por separado para estar
presentes en una forma mixta. Por lo tanto, los antigenos en superficie producidos en las vacunas del VHB
conocidas pueden no ser tan inmunogénicos como el antigeno de superficie completo, en el que los antigenos preS
se coexpresan con antigenos S y se localizan en la superficie externa de particulas formadas por enlaces entre
antigenos S.

Como se ha descrito anteriormente, la presente invencién proporciona una vacuna del VHB recombinante que
comprende el antigeno de superficie completo, que incluye los tres tipos coexpresados de proteinas de superficie del
VHB a un nivel practico para formar particulas de tipo virus, incluyendo particulas de 22 nm y 42 nm y forma de
baston.

La expresion “antigeno de superficie completo (L-HBsAg)” como se usa en el presente documento se refiere a un
antigeno que incluye los tres tipos coexpresados de proteinas de superficie del VHB (proteinas S, My L), en el que
los antigenos preS que consisten en preS1 y preS2 se localizan en la superficie externa de particulas formadas por
enlaces entre antigenos S.

La presente invencion proporciona una vacuna del VHB que comprende ademas un antigeno del nucleo del VHB,
ademas del antigeno de superficie del VHB completo, como se define en la reivindicacion 1.

El antigeno del nucleo del VHB se caracteriza por que forma una particula de tipo virus, muestra alta
inmunogenicidad, e induce fuerte inmunidad mediada por células. Por lo tanto, se espera que las vacunas que
comprenden ademas el antigeno del nucleo ademas del antigeno de superficie del VHB completo induzcan
respuestas inmunitarias fuertes, siendo por lo tanto Utiles como una vacuna terapéutica, lo que se confirma en el
Ejemplo 3. Es decir, se ha encontrado que la vacuna que comprende tanto el antigeno de superficie del VHB
completo como el antigeno del nucleo induce mas eficazmente respuestas inmunitarias mediadas por células que la
vacuna que comprende el antigeno de superficie del VHB completo solamente. Por lo tanto, se ha descubierto que la
vacuna que comprende tanto el antigeno de superficie del VHB completo como el antigeno del nucleo es mas util
como una vacuna terapéutica.

Como se describe posteriormente en detalle, la vacuna que comprende ademas el antigeno del nucleo del VHB
puede prepararse mezclando el antigeno del nucleo del VHB con el antigeno de superficie del VHB completo
preparado de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion. En las realizaciones de la presente invencion,
la vacuna del VHB que comprende solamente el antigeno de superficie del VHB completo de acuerdo con la
presente invencion se abrevia a vacuna de antigeno individual, y la vacuna del VHB que comprende tanto el
antigeno de superficie del VHB completo como el antigeno del nucleo de acuerdo con la presente invencion se
abrevia a vacuna multiantigeno.

La presente invencién puede proporcionarse usando un vector de expresion recombinante que puede coexpresar
eficazmente todas las proteinas de superficie, que constituye proteinas de la envoltura del VHB como se ve en VHB
en la sangre de un paciente con VHB croénico.

Como se ha descrito anteriormente, la vacuna del VHB mas potente de la presente invencién puede prepararse
coexpresando tres tipos de proteina de superficie de un vector de expresion, en el que el vector de expresion
recombinante comprende el gen de envoltura del VHB, es decir, un polinucledtido completo que codifica las regiones
preS1, preS2 y S. Preferentemente, la secuencia de bases puede proporcionarse en forma de gen de envoltura del
VHB completo, y mas preferentemente gen de envoltura del VHB representado por SEC ID N°:1.

Ademas, como un vector para la preparacién del vector de expresién recombinante de acuerdo con la presente
invencion, puede usarse preferentemente un vector pMSG (documento KCCM10202), desvelado en la Solicitud de
Patente Coreana N° 10-2000-0043996 y el documento PCT/KR01/01285. El vector pMSG contiene una secuencia
complementaria de MAR beta globina; un promotor del virus SV40; y un terminador de la transcripcion que tiene una
secuencia de bases especifica, y es un vector capaz de expresar eficazmente genes ajenos en células animales. El
vector de expresion puede producir con éxito proteinas recombinantes en diversas células animales, y producir una
proteina recombinante que tiene la misma estructura y funcién en comparacion con proteina de tipo silvestre. El
vector pMSG se describe en detalle en la publicacién de Patente Coreana 10-2007-0122056.

En una realizacion especifica de la presente invencion, el gen de envoltura completo que codifica el antigeno de
superficie del VHB completo se inserté en el vector pMSG para confirmar si todas las proteinas L, My S se
expresaban o no (véase Figura 2). Ademas, se ha descubierto que las proteinas L, M y S recombinantes producidas
forman particulas de tipo virus (véase Figura 4) y proporcionan los antigenos de superficie, antigeno preS (preS1 y
preS2) y antigeno S (véase Ejemplo 1.1).

En ofra realizaciéon mas, la presente invencidon proporciona una célula huésped introducida con el vector de
expresion. La célula huésped puede ser preferentemente, pero sin limitacion, células animales, mas preferentemente
seleccionarse del grupo que consiste en células CHO (Ovario de Hamster Chino), hepatocitos, célula HEK (Rifidén
Embrionario Humano) y HLF (Fibroblasto de Pulmén Humano), y mas preferentemente célula CHO.
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En la realizacion preferida de la presente invencion, se ha descubierto que el vector de expresion que alberga el gen
de envoltura del VHB completo de acuerdo con la presente invencion se introdujo en células CHO para producir en
masa proteinas L, M y S (véase Ejemplo 1.1 y Figura 2). En consecuencia, la linea celular capaz de coexpresar
proteinas L, M y S, preparada transformando células CHO con el vector de expresion de acuerdo con la presente
invencion, se designa CHO DG44/L-HBsAg(J2.1)-G101, que se depositd en el Instituto de Biociencia y Biotecnologia
de Corea (Coleccion Coreana de Cultivos Tipo, Ueun-dong, Yusung-gu, Daejeon-si, Corea) el 28 de diciembre de
2006 con el numero de referencia KCTC 11058BP.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para preparar la vacuna del VHB que comprende el
antigeno de superficie del VHB completo, que comprende las etapas de la reivindicacion 3.

Como se ha descrito anteriormente, la linea celular, que se transforma con el vector de expresién recombinante que
alberga el gen de envoltura del VHB completo de acuerdo con la presente invencion, coexpresa las proteinas L, My
S, y los antigenos S coexpresados se unen covalentemente entre si para formar particulas, y los antigenos preS
coexpresados se localizan en la superficie externa de particulas, para formar particulas de tipo virus. En
consecuencia, los antigenos de superficie del VHB completos expresados en las lineas celulares se purifican para
preparar la vacuna del VHB que comprende el antigeno de superficie del VHB completo de acuerdo con la presente
invencion.

Especificamente, el procedimiento para preparar la vacuna del VHB de acuerdo con la presente invencion
comprende las etapas de

1) introducir un polinucleétido que codifica antigeno preS y S del VHB en un vector de expresion;

2) transformar una célula huésped con el vector de expresion de la etapa 1); y

3) cultivar la célula huésped transformada para recuperar un antigeno de superficie completo del VHB
recombinante (antigeno preS y antigeno S).

El polinucledtido de la etapa 1) es preferentemente una forma del gen de envoltura completo del virus de la hepatitis
B (VHB), mas preferentemente una region codifican para el gen de envoltura del VHB y una 3' UTR completa que
contiene un sitio de poliadenilacién, y mas preferentemente un polinucleétido que tiene una secuencia de bases de
SEC ID N°: 1. El vector de expresion de la etapa 1) es preferentemente un vector pMSG (documento KCCM 10202).
La célula huésped puede ser preferentemente, pero sin limitacion, una célula CHO.

La vacuna que comprende ademas un antigeno del nucleo del VHB ademas del antigeno de superficie del VHB
completo puede prepararse faciimente mezclando el antigeno de superficie del VHB completo obtenido por el
procedimiento de preparacion de la presente invencidon con el antigeno del ndcleo del VHB preparado por una
técnica de recombinacion genética conocida en el campo relacionado. Especificamente, las siguientes etapas 4) a 6)
se incluyen en el procedimiento de preparacion de la vacuna del VHB que comprende las etapas 1) a 3) para
preparar la vacuna que comprende el antigeno de superficie del VHB completo y el antigeno del nucleo del VHB:

4) introducir un polinucleétido que codifica una proteina del nucleo del VHB en un vector de expresion;
5) transformar una célula huésped con el vector de expresion de la etapa 4); y
6) cultivar la célula huésped transformada para recuperar una proteina del nucleo del VHB recombinante.

El vector de expresion de la etapa 4) puede ser preferentemente, pero sin limitacion, un vector pBluescript, un vector
de expresion pGEX, un vector de expresion pET, un vector de expresion plL20, un vector de expresion pET11a o
similares. El vector de expresion puede introducirse en células procariotas o eucariotas. Los ejemplos preferidos de
las mismas incluyen células procariotas tales como E. coli y B. subtilis, y células eucariotas tales como
Saccharomyces cerevisiae y Hansenula polymorpha, pero sin limitacion, y mas preferentemente E. coli.

En otra realizacion mas, la presente invencién proporciona una composicién de vacuna del VHB que comprende un
adyuvante.

Como se usa en el presente documento, “adyuvante” se refiere a una sustancia o complemento que no puede
inducir por si sola inmunidad especifica, pero puede estimular el sistema inmunitario para aumentar las respuestas
inmunitarias contra un antigeno especifico. Es decir, las vacunas que contienen tanto antigeno como adyuvante
inducen respuesta inmunitaria mas fuerte que las vacunas que contienen solamente antigeno.

En la presente invencion, pueden usarse compuestos de aluminio (sulfato de aluminio, hidroxido de aluminio, fosfato
de aluminio, etc.) como un adyuvante. También puede usarse oro coloidal como un adyuvante. En particular, los
presentes inventores han desvelado que el oro coloidal puede usarse como un adyuvante para potenciar
significativamente la respuesta inmunitaria mediada por células (Publicacién de Patente Coreana N° 10-2007-
0122056). Cuando la vacuna del VHB de acuerdo con la presente invencién se usa para el tratamiento de la
hepatitis B crénica, se requiere mas su capacidad para inducir respuesta inmunitaria mediada por células. Se ha
descubierto que la vacuna que contiene oro coloidal como un adyuvante puede inducir mas eficazmente la respuesta
inmunitaria mediada por células, usandose por lo tanto como una mejor vacuna terapéutica (véase Ejemplo 5.2 y
Figura 13).
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Mas preferentemente, el oro coloidal puede usarse con alumbre como un adyuvante. El alumbre actia potenciando
la inmunidad humoral. Por lo tanto, cuando tanto el alumbre como el oro coloidal se emplean como un adyuvante
para la preparacion de vacuna terapéutica, puede inducirse eficazmente inmunidad tanto humoral como mediada por
células. Se ha descubierto que tras el uso de alumbre con oro coloidal como un adyuvante, la vacuna multiantigeno
del VHB de acuerdo con la presente invencion puede inducir mas eficazmente inmunidad tanto humoral como
mediada por células (véase Ejemplo 6.2 y Figura 15).

En otra realizacion mas, la presente invencién proporciona una vacuna del VHB terapéutica. Las vacunas
terapéuticas son adecuadas para el tratamiento de infecciones cronicas, ya que rompen la naturaleza inmunitaria e
inducen respuesta inmunitaria contra infeccion para recuperarse de la afeccidn infecciosa. Esta utilidad se ha
demostrado en un modelo animal transgénico que produce antigeno de la envoltura del VHB en el suero pero no
produce ninguna cantidad detectable de anticuerpo contra el antigeno del VHB. La vacuna del VHB de la presente
invencion indujo una respuesta inmunitaria mediada por células fuerte asi como respuesta inmunitaria humoral. En
consecuencia, la vacuna del VHB de la presente invencion es adecuada como una vacuna terapéutica. Es preferible
que la vacuna del VHB de la presente invencion contenga adyuvante. El adyuvante puede ser alumbre, oro coloidal
0 ambos.

La composicion de la vacuna de la presente invencion puede incluir vehiculos farmacéuticamente aceptables y
formulados para uso humano o veterinario para administrar mediante diversas vias. Los ejemplos de las vias de
administraciéon pueden incluir vias orales, intraperitoneales, intravenosas, intramusculares, subcutaneas e
intradérmicas. La composicion de vacuna se formula preferentemente en preparaciones inyectables. La preparacion
inyectable puede formularse usando soluciones acuosas tales como solucion salina o solucion de Ringer, y
soluciones no acuosas tales como aceite vegetal, éster de acidos grasos superiores (por ejemplo, etil oleato) y
alcoholes (por ejemplo, etanol, alcohol bencilico, propilenglicol o glicerina). Ademas, la preparacion inyectable puede
contener un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como un estabilizador para evitar la degradacién (por
ejemplo, acido ascorbico, bisulfito sodico, pirosulfito sédico, BHA, tocoferol y EDTA), un emulsionante, un agente
tamponante para ajustar el pH y un conservante antimicrobiano (por ejemplo, nitrato fenilmercurico, timerosal,
cloruro de benzalconio, fenol, cresol y alcohol bencilico).

La composicion de la presente invencién se administra en una cantidad farmacéuticamente eficaz. La frase “cantidad
farmacéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad suficiente para ejercer los efectos de la vacuna, y ademas una
cantidad que no provoque una reaccion adversa, o respuesta inmunitaria grave o excesiva. Una concentracion
exacta de la administracion varia dependiendo del antigeno para administrar, y puede determinarse facilmente por
los expertos en la materia, dependiendo de los factores bien conocidos en el campo médico incluyendo la edad del
paciente, su peso, condicion de salud, sexo y sensibilidad al farmaco, via de administracion y procedimiento de
administracion, y puede administrarse una vez o multiples veces.

La presente invencion puede usarse en un procedimiento para tratar la hepatitis B cronica usando la composiciéon de
vacuna.

Modo de la invencién

En lo sucesivo en el presente documento, la presente invencién se describira en mas detalle con referencia a los
Ejemplos. Sin embargo, estos Ejemplos son solamente para fines ilustrativos, y no se pretende que la invencion se
limite a estos Ejemplos.

Ejemplo 1. Preparacion de vacuna del VHB
1.1. Preparacion de antigeno de superficie completo recombinante (antigenos preS y S; L-HBsAQ)
(1)-1 Clonacion

Se realizé una PCR usando un vector que contenia el genoma del VHB (HBV315, Korean Biochem. J. 17: 70-79,
1984) como un molde para amplificar una regién codificante del gen de la envoltura (preS1-preS2-S) y una 3-UTR
completa que contenia un sitio de poliadenilaciéon (SEC ID N°: 1), y después se introdujo en un vector de expresion.
En este momento, se realizé una PCR usando un ADN polimerasa Pfu, y se prepararon cebadores para amplificar la
region codificante de HBsAg y la 3'-UTR completa (cebador directo: 5-GGA AGA TCT CAA TCT CGG GAA-3 (SEC
ID N°: 2), cebador inverso: 5-GGA AGA TCT CGA ATA GAA GGA AAG-3 (SEC ID N°: 3), la secuencia de
reconocimiento de Bglll esta subrayada). Se obtuvo un producto de PCR de aproximadamente 2,75 kpb, y se ligod
con un vector pMSG (véase publicacion de Patente Coreana 10-2007-0122056 y documento WO 2002/014525) que
se linealizd con enzima Bglll. El vector preparado (pMSG-L-HBsAQ) se ilustro esquematicamente en la Figura 1. Las
células CHO se transformaron con el vector para proporcionar transformantes, y se realizé6 una transferencia de
Western para confirmar la expresion del antigeno de superficie completo (L-HBsAg, SEC ID N°: 4), seguido de
exploracién de transformantes con respecto a expresion de alto nivel. Los transformantes seleccionados se
designaron CHO DG44/L-HBsAg(J2.1)-G101, que se depositd en el Instituto Coreano de Biociencia y Biotecnologia
(Coleccién Coreana de Cultivos Tipo, Ueun-dong, Yusung-gu, Daejeon-si, Corea) el 28 de diciembre de 2006 con el
numero de referencia KCTC 11058BP.
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(1)-2 Establecimiento de linea celular en cultivos en suspension

La linea celular seleccionada (5 x 10° células) se inoculé en un matraz T-175. La linea celular se cultivé en medio
que contenia suero al 10 %, y las células unidas se trataron con tripsina al 0,25 %. Después, las células se
centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos para retirar la tripsina residual. Las células individuales se
resuspendieron en medio sin proteinas (HyQ SFM4CHO, Hyclone), se inocularon en matraces de agitacion de 250
ml con 100 ml de volumen de trabajo, y se cultivaron a 80 rpm y 37 °C. Las células se inocularon a la concentracion
inicial de 5 x 10° células/ml. Cuando la concentracion de las células se acercé a 1,5 x 108 células/ml, las células se
subcultivaron continuamente usando la misma concentracion inicial. Finalmente, se obtuvieron las lineas celulares
adaptadas a cultivo en suspension.

(2) Cultivo

Se preparo la inoculacion celular subcultivando a partir de MCB (Master Cell Bank). En este momento, se usaron
medios sin suero (HyQ SFM4CHO, Hyclone) como un medio basico, y las células se inocularon a la concentracion
de 5 x 10° células/ml en matraces de agitacién de 250 ml y se cultivaron a 34 °C y 80 rpm. Después de tres dias, las
células se subcultivaron en matraces de agitacion de 1 | para expandir el nimero de células. Después, las células se
inocularon en un biorreactor de 7,5 | y se cultivaron a pH 7,2, 34 °C y a la velocidad de agitacion de 80 rpm. Después
de tres dias, se afiadio acido citrico y HyQ LS1000, y las células se cultivaron durante otros tres dias.

(3) Purificacion

El medio de cultivo recuperado del biorreactor se centrifugd para retirar los residuos celulares y se paso a través de
un filtro de 0,45 um para retirar las impurezas. El antigeno de superficie del VHB expresado se purificé por una
cromatografia de fenil-sepharose equilibrada, cromatografia de DEAE-sepharose, y cromatografia de sepharose 4
FF. Se ha descubierto que el antigeno de superficie completo purificado consiste en proteina S, proteina M y
proteina L, y consiste en seis tipos de proteinas recombinantes dependiendo de la glucosilacion (Figura 2). La Figura
2A muestra el resultado de SDS-PAGE del antigeno de superficie completo purificado, y la Figura 2B muestra el
resultado de la transferencia de Western del antigeno de superficie completo purificado usando anticuerpo anti S
(Carril 1), anticuerpo anti preS1 (Carril 2) y anticuerpo anti preS2 (Carril 3). Se confirmé la glucosilacion de la region
S y region pres2 de la proteina M usando N-glucosidasaF (Figura 3). Ademas, se descubrié que el L-HBsAg
purificado formaba particulas de tipo viral por observaciéon de microscopia electrénica (Figura 4).

1.2 Preparacion del antigeno del ntcleo recombinante (HBcAg)
(1) Clonacion

Las secuencias de aminoacidos N° 1 a 149, excepto el grupo de arginina en el extremo C terminal del antigeno del
nucleo, se expresaron como una proteina recombinante (SEC ID N°: 5). La secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina se representa por SEC ID N°: 6. Se realizé una PCR usando un vector que contenian el genoma del VHB
(HBV315) como un molde para amplificar la region correspondiente. El gen amplificado se insertd en los sitios de
restriccion Ndel y BamHI de un vector pETlla (Novagen) para preparar un vector de expresion del nucleo pET11a.
Para la amplificacion por PCR del gen del nucleo, se usaron cebador directo: 5-CCC CAT ATG GAC ATT GAC CCG
TA-3 (SEC ID N°: 7) y cebador inverso: 5-CGC GGA TCC AAC AAC AGT AGT TTC CGG-3 (SEC ID N°: 8). Se
transformé E. coli BL21 (DE3) con el vector de expresion del nucleo pET11a. Su expresion se confirmé y se
seleccionaron los clones de alta produccion.

(2) Cultivo de cepa de produccion transformada

Se determinaron las condiciones de producciéon 6ptimas para la cepa de produccién usando un fermentador de 5 .
Se usaron los medios que contenian Bacto Triptona 2 %, extracto de Levadura 1 %, NaCl 2 %, Glucosa 2 %,
KH2PO4 1,33 %, (NH4)2HPO4 0,4 %, acido Citrico 0,17 %, MgS0O4 0,12 %, Tiamina-HCI 0,01 % y Ampicilina 0,0371
%. La cepa se cultivé a 37 °C durante 11 horas, y después se afiadié IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) en
una cantidad de 0,05 mM/g de células. Después, las células se sometieron a induccién por IPTG durante 18 horas, y
se recogieron.

(3) Purificacion de proteina recombinante

Las células se recogieron, y se lavaron tres veces con un tampon de lisis (Tris-Cl 50 mM pH 7,6, NaCl 150 mM,
EDTA 5 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, PMSF 0,2 mM). Después se afnadié el tampon de lisis, y las células se
rompieron por sonicacion. El sobrenadante se recogié por centrifugacion, y se incubd a 65 °C durante 30 minutos.
Después el sobrenadante se recogi6é por centrifugacién, y se afiadié sulfato de amonio al 30 % al mismo para
precipitar antigenos del nucleo. Después de la centrifugacion, el precipitado se disolvié en Tris-Cl 50 mM (pH 7,6) y
se paso a través de una columna de butil sepharose para aislar los antigenos del nacleo puros.

Se descubrié que los antigenos del nucleo recombinantes purificados formaban multimeros en una forma de
particula (Figura 5). La Figura 5A muestra el resultado de SDS-PAGE del antigeno del ndcleo recombinante
purificado, y la Figura 5B muestra el resultado de transferencia de Western del antigeno del nucleo recombinante
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purificado. La multimerizacién se confirmé en condiciones reductoras y no reductoras. Ademas, se descubrié que los
antigenos del nucleo recombinantes purificados formaban particulas por observacion electromicroscopica (Figura 6),

Se descubridé que los antigenos del nucleo recombinantes purificados formaban particulas de tipo virus y eran
altamente inmunogénicos e inducian inmunidad mediada por células fuerte (en el siguiente Ejemplo).

Ejemplo 2. Comparaciéon de inmunogenicidad de antigeno de superficie completo recombinante (L-HBsAg)

Para confirmar si el antigeno de superficie completo recombinante (L-HBsAg) de la presente invencion es altamente
inmunogénico e induce fuertes respuestas inmunitarias, se realizé un ensayo animal para comparar con vacunas del
VHB de segunda generacion conocidas.

2.1. Comparacion de inmunogenicidad

(1) Fin: se compararon el titulo de anticuerpos y la inducciéon de respuesta inmunitaria por el antigeno L-HBsAg
recombinante.

(2) Material y procedimiento
(a) Animal experimental: ratones hembra de 6 semanas de edad C57BL/6.
(b) Vacuna de ensayo

Se adsorbi6 el antigeno de superficie completo (L-HBsAg) preparado y purificado de acuerdo con el Ejemplo 1-1 en
alumbre para preparar una vacuna de ensayo. Como grupo de control, se usé un antigeno S recombinante
producido en Hansenula polymorpha (Hepavax-Gene, Green Cross Co.) y antigeno S recombinante producido en
células CHO, que no contenian antigeno preS (Vacuna de Hepatitis B Recombinante, Hualton, China). Se usaron
0,5 o de cada antigeno por dosis.

(c) Grupo de inmunizacion y condiciones de inmunizacion
- Grupo de inmunizacion

1. Grupo 1: antigeno S recombinante producido en Hansenula polymorpha (Hepavax-Gene, Green Cross Co.)

2. Grupo 2: antigeno S recombinante producido en células CHO (Vacuna de Hepatitis B Recombinante, Hualton,
China)

3. Grupo 3: antigeno L-HBsAg recombinante producido en células CHO, preparado y purificado de acuerdo con
el Ejemplo 1-1

- Procedimiento de administracion; cada vacuna de ensayo se administré por inyeccion intramuscular tres veces a
intervalos de dos semanas.

(d) Procedimiento de analisis de la respuesta inmunitaria

Se determind el titulo de anticuerpos como unidades internacionales (mUIl/ml) usando un kit de Diasorin para
analizar las respuestas inmunitarias humorales inducidas por cada vacuna de ensayo.

(3) Resultado

Se descubrié que el L-HBsAg recombinante de acuerdo con la presente invencién inducia una respuesta inmunitaria
humoral mas fuerte para mostrar mayor titulo de anticuerpos, en comparacion con los antigenos S recombinantes
usados en las vacunas conocidas (Figura 7). Es decir, se descubrié que el L-HBsAg recombinante tenia mayor
inmunogenicidad que los antigenos conocidos. Ademas, se descubrié que el L-HBsAg recombinante inducia una
respuesta inmunitaria mas rapida, en comparacion con el antigeno S producido en Hansenula polymorpha.

2.2. Comparacioén de valores DE50

(1) Fin: se comparo la inmunogenicidad del antigeno L-HbsAg recombinante, preparado y purificado de acuerdo con
el Ejemplo 1-1 por DES5O0 (Dosis Eficaz), que es la cantidad minima de antigeno requerida para seroconversion en el
50 % de los ratones.

(2) Material y procedimiento
(a) Animal experimental: ratones hembra de 6 semanas de edad C57BL/6
(b) Vacuna de ensayo

Se adsorbié el antigeno de superficie completo (L-HBsAg) preparado y purificado de acuerdo con el Ejemplo 1-1 en
alumbre para preparar una vacuna de ensayo. Como grupo de control, se usé un antigeno S recombinante
producido en levadura (Vacuna de Hepatitis B Recombinante, Kangtai, China) y antigeno S recombinante producido
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en células CHO, que no contienen antigeno preS (Vacuna de Hepatitis B Recombinante, Hualton, China).

Cada vacuna se diluy6 para preparar vacunas que contenian 0,156 o, 0,312 0, 0,625 0, 1,25 0, 2,5 0, y 5 o de cada
antigeno por dosis

(c) Grupo de inmunizacién y condicion de inmunizacion

- Grupo de inmunizacién. Cada grupo se dividio en seis subgrupos que consistian en 10 ratones, y cada subgrupo se
inmunizé con cada vacuna diluida.

1. Grupo 1: antigeno S recombinante producido en levadura (Vacuna de Hepatitis B Recombinante, Kangtai,
China) (Grupo 1-1: administracion de 0,156 o, Grupo 1-2: administracion de 0,312 o, Grupo 1-3: administracion
de 0,625 o, Grupo 1-4: administracion de 1,25 o, Grupo 1-5: administracion de 2,5 o, Grupo 1-6: administracion
de 50)

2. Grupo 2: antigeno S recombinante producido en células CHO, usado en el Ejemplo 2-1 como grupo de control
(Vacuna de Hepatitis B Recombinante, Hualton, China) (Grupo 2-1: administracion de 0,156 o, Grupo 2-2:
administracion de 0,312 o, Grupo 2-3: administraciéon de 0,625 o, Grupo 2-4: administracion de 1,25 o, Grupo 2-
5: administracion de 2,5 o, Grupo 2-6: administracion de 5 o)

3. Grupo 3: antigeno L-HBsAg recombinante producido en células CHO, preparado y purificado de acuerdo con
el Ejemplo 1-1 (Grupo 3-1: administracién de 0,156 o, Grupo 3-2: administracién de 0,312 o, Grupo 3-3:
administracion de 0,625 o, Grupo 3-4: administracion de 1,25 o, Grupo 3-5: administracién de 2,5 o, Grupo 3-6:
administracion de 5 o)

- Procedimiento de administracion: cada vacuna de ensayo se administrd por inyeccion intraperitoneal una vez.
(d) Procedimiento de analisis de la respuesta inmunitaria

Se determind el titulo de anticuerpos como unidades internacionales (mUIl/ml) usando un kit Diasorin para analizar
las respuestas inmunitarias humorales inducidas en cada individuo. El titulo de anticuerpos de 10 mUI/ml se definié
como seroconversion. En cada grupo, se determind la cantidad de antigeno requerida para seroconversion en el 50
% de los ratones inmunizados (DE50).

(3) Resultado

La vacuna que contiene el antigeno L-HBsAg recombinante preparado y purificado de acuerdo con el Ejemplo 1-1
tiene el menor valor DE50, en comparacion con las vacunas conocidas. Es decir, se ha descubierto que el L-HbsAg
recombinante de acuerdo con la presente invencién induce eficazmente respuesta inmunitaria humoral, en
comparacion con los antigenos conocidos (Figura 8).

Ejemplo 3. Comparacion de respuesta inmunitaria por vacuna de VHB
3.1 Condiciones para el experimento de inmunizacion y el procedimiento de analisis

(1) Fin: para confirmar la eficacia de la vacuna de VHB preparada de acuerdo con la presente invencion, se
inmunizaron ratones con la vacuna que contenia solamente el antigeno de superficie del VHB completo (en lo
sucesivo en el presente documento, denominado “vacuna de antigeno individual” o la vacuna que contiene tanto el
antigeno de superficie del VHB completo como el antigeno del nicleo (en lo sucesivo en el presente documento,
denominada “vacuna multiantigeno” para analizar las respuestas inmunitarias inducidas.

(2) Material y procedimiento
(a) Animal experimental: ratones hembra de 6 semanas de edad C57BL/6
(b) Vacuna de ensayo

Cada uno del antigeno del nucleo recombinante y antigeno de superficie completo preparados y purificados en el
Ejemplo 1 se adsorbié en alumbre para preparar vacunas de antigenos individuales. El antigeno del nucleo
recombinante y antigeno de superficie completo adsorbidos en alumbre se mezclaron entre si para preparar una
vacuna multiantigeno. Se usaron 0,5 o de cada antigeno por dosis.

(c) Grupo de inmunizacién y condicion de inmunizacion
- Grupo de inmunizacion

1. Grupo 1: control negativo inmunizado con PBS (solucion salina tamponada con Fosfato)

2. Grupo 2: antigeno de superficie completo recombinante adsorbido en alumbre

3. Grupo 3: antigeno de nucleo recombinante adsorbido en alumbre

4. Grupo 4: antigeno de superficie completo recombinante y antigeno de nucleo recombinante adsorbido en
alumbre (vacuna multiantigeno)

10
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- Procedimiento de administracion: cada vacuna de ensayo se administré por inyeccion intramuscular tres veces a
intervalos de dos semanas.

(d) Procedimiento de analisis de la respuesta inmunitaria
1) Analisis de la respuesta inmunitaria humoral

Se separaron sueros preinmunitarios y sueros a las 2 semanas después de la inmunizacion, y los anticuerpos
producidos en los sueros se analizaron por ELISA para determinar el titulo de anticuerpos. En primer lugar, se
revistieron microplacas de 96 pocillos con cada antigeno purificado a una concentraciéon de 100 ng/pocillo, y se
bloquearon con albumina de suero bovino (1 %) durante 1 hora. Se lavaron las microplacas. Los sueros diluidos en
series se afiadieron a cada pocillo, y se sometieron a reaccion a 37 °C durante 2 horas. Después se afiadio anti IgG
de ratén-HRP como un anticuerpo secundario, y se sometié a reacciéon durante 1 hora en las mismas condiciones.
Después de lavar, se afiadié un agente de revelado y se sometié a reaccion a temperatura ambiente durante 20
minutos. Después se midié el valor de DO a 450 nm usando un lector de ELISA. El titulo del anticuerpo se definié
como la inversa del factor de dilucion al que el valor de DO era tres veces mayor que el control negativo.

2) Analisis de la respuesta inmunitaria mediada por células

Después de la ultima inmunizacion, se tomaron los bazos de todos los ratones, y se aislaron y cultivaron los
esplenocitos totales. Los esplenocitos secretores de interferén gamma se analizaron por un ensayo de ELISPOT
para confirmar la respuesta inmunitaria mediada por células.

A las 2 semanas después de la inmunizacioén terciaria, los bazos separados de cada ratén se pusieron en un tamiz
celular, y se trituraron. Después, los glébulos rojos se retiraron completamente usando un tampoén de lisis RBC, y se
aislaron los esplenocitos. Los esplenocitos aislados se cultivaron en medio completo (glutamina 1 X y antibiéticos 1
X en medio RPMI1640). Para observar las respuestas inmunitarias que son especificas para cada antigeno, se
afadieron el antigeno del nucleo y antigeno de superficie completo al medio de cultivo a una concentracion de 1
o/ml para estimular las células inmunitarias especificas de antigeno. Después, se analizé el nimero de células
secretoras de IFN-gamma (indicacion de la respuesta inmunitaria mediada por células) por el ensayo de ELISPOT
(BD Biosciences).

3.2 Efecto en la respuesta inmunitaria humoral

En el grupo al que se administré vacuna multiantigeno que contenia tanto el antigeno de superficie completo
recombinante (L-HBsAg) como el antigeno del ndcleo recombinante, los anticuerpos anti HB se indujeron mas
rapido, en comparacion con la vacuna del antigeno individual que contenia solamente el antigeno de superficie
completo recombinante (L-HBsAg) (Figura 9). En el caso de mezcla con el antigeno de nucleo recombinante, se
observo el efecto de la potenciacion de la respuesta inmunitaria humoral. Sin embargo, después de la ultima
inmunizacion, la vacuna de un Unico antigeno y vacuna multiantigeno mostraron los mismos titulos de anticuerpo.

3.3 Efecto en la respuesta inmunitaria mediada por células

En el grupo al que se administré vacuna multiantigeno que contenia tanto el antigeno de superficie completo
recombinante (L-HBsAg) como el antigeno del nlcleo recombinante, se observé una respuesta inmunitaria medida
por células mayor, en comparaciéon con la vacuna del antigeno individual que contenia solamente el antigeno de
superficie completo recombinante (L-HBsAg) o la vacuna de antigeno individual que contenia solamente el antigeno
de nucleo recombinante (Figura 10). En el caso de mezcla con el antigeno de nucleo recombinante, la respuesta
inmunitaria mediada por células puede inducirse mas eficazmente. En consecuencia, la vacuna multiantigeno se usa
preferentemente como una vacuna terapéutica para la induccién de respuesta inmunitaria mediada por células.

Ejemplo 4. Preparacion de adyuvante de oro coloidal
4.1. Preparacion de oro coloidal

Se prepar6 oro coloidal por un procedimiento basado en el procedimiento de citrato sédico, que se desarrollé por
Frens (Frens G, Controlled nucleation for the regulation of the particle size in monodisperse gold solutions. Nature
Phys. Sci. 241: 20, 1973). Se disolvieron 0,2 g de cloruro de oro (HAuCIl43H20) en 10 ml de agua destilada para
preparar una solucion de reserva de oro al 2 %. Se calentaron 100 ml de agua destilada con agitacion, y se afiadio 1
ml de la soluciéon de reserva de oro al 2 % hasta una concentracién final de 0,02 % y se mantuvo con calor y
agitacion durante aproximadamente 5 minutos. Se afiadié solucion de citrato sodico al 10 % hasta una concentracion
final de 0,032 a 0,036 %, y se mantuvo con calor y agitacion durante 5 a 10 minutos. En este tiempo, el color de la
solucioén era inicialmente gris, cambié gradualmente hasta violeta, y después de 1 a 3 minutos, cambid a rojo. La
solucion se puso en un bafio de agua, y se enfri6. Después se midieron DOsso y DOggo. Se midié el nimero o
concentracién de las particulas de oro leyendo el valor de DOs4o, que era de 2 a 4. El tamafio o la calidad de las
particulas se midieron leyendo el valor de DOggo, que era de 0,55 a 0,75 valores. El tamaiio de particula del oro
coloidal preparado era de aproximadamente 10 a 40 nm.
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4.2. Preparacion de conjugado de oro coloidal

Se afadié carbonato sédico monohidrato 100 mM (u otro tampdén) a la solucidon de oro coloidal preparada, y se
prepar6 el pH de la solucién a 7,5. Después, mientras se agitaba la solucion de oro coloidal se afiadieron 20 o de
albumina de suero bovino (BSA) o 10 o del antigeno preS por cada 1 ml de la solucion (que contenia 200 o de oro
coloidal), y se agitdé continuamente a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después de la centrifugacion, el
sobrenadante se retird, y se lavo el precipitado tres veces con un tampoén de PBS esterilizado (Solucién Salina
Tamponada con Fosfato) para retirar BSA no unido o antigeno preS. Después, el precipitado se resuspendio en el
tampon de PBS, y se almacend a 4 °C. Se muestra una fotografia de microscopia electrénica de conjugado de oro
coloidal revestido con proteina preS en la Figura 1 (JEM1010, 67,0 k). La cantidad de proteinas en el sobrenadante,
que se obtuvo por centrifugacion después de la adsorcion de BSA o antigeno preS, se midioé para cuantificar la
adsorcion de proteina.

Ejemplo 5. Efecto del adyuvante de oro coloidal en la induccién de la respuesta inmunitaria
5.1 Condiciones para el experimento de inmunizacion y procedimiento de analisis

(1) Fin: para confirmar la eficacia del conjugado de oro coloidal como un adyuvante, se analiz6 la respuesta
inmunitaria inducida en ratones inmunizados.

(2) Material y procedimiento
(a) Animal experimental: ratones hembra de 6 semanas de edad C57BL/6.
(b) Vacuna de ensayo

El antigeno del nucleo recombinante purificado y antigeno de superficie completo se adsorbieron en alumbre para
preparar una vacuna de ensayo. Se usaron 0,5 o de cada antigeno por dosis. Ademas, se mezclaron 0,5 o de
antigeno libre, no adsorbido en alumbre con 200 o de conjugado de oro coloidal.

(c) Grupo de inmunizacion y condicion de inmunizacion
- Grupo de inmunizacion

1. Grupo 1: control negativo inmunizado con PBS (solucion salina tamponada con Fosfato)

2. Grupo 2: grupo inmunizado con antigeno de superficie completo recombinante y antigeno de nucleo adsorbido
en alumbre

3. Grupo 3: grupo inmunizado con la mezcla de conjugados de oro coloidal y antigeno de superficie completo
recombinante y antigeno de nucleo que no se adsorbieron en alumbre

- Procedimiento de administracion: cada vacuna de ensayo se administrd por inyeccion intramuscular dos veces a
intervalos de dos semanas.

(d) Procedimiento de analisis de la respuesta inmunitaria

1) Analisis de la respuesta inmunitaria humoral

Se analiz6 la respuesta inmunitaria humoral por ELISA, como se ha descrito en el Ejemplo 3.
2) Analisis de la respuesta inmunitaria mediada por células

En un periodo de 2 semanas después de la inmunizacién secundaria, se tomaron los bazos de todos los ratones, y
se aislaron los esplenocitos totales y se cultivaron para analizar la respuesta inmunitaria mediada por células. Los
bazos separados de cada raton se pusieron en un tamiz celular, y se trituraron. Después, los glébulos rojos se
retiraron completamente usando un tampén de lisis RBS, y se aislaron los esplenocitos. Los esplenocitos aislados se
cultivaron en medio completo (glutamina 1 X y antibioticos 1 X en medio RPMI1640). Para observar las respuestas
inmunitarias que eran especificas para cada antigeno, se afiadié el antigeno de nucleo y antigeno de superficie
completo al medio de cultivo a una concentracion de 1 o/ml para estimular células inmunitarias especificas de
antigeno. Después, la citocina (interferon g como un indicio de la respuesta inmunitaria mediada por células)
secretada de la célula se analiz6 por un kit de ELISA (BD Biosciences).

5.2 Eficacia del conjugado de oro coloidal como adyuvante
(1) Efecto en la respuesta inmunitaria humoral

En el Grupo 2 y 3 a los que se administré antigenos de vacuna, se indujeron anticuerpo anti HBs y anticuerpo anti
HBc que eran especificos para cada antigeno, en comparacion con el grupo de control negativo (Grupo 1). Sin
embargo, se descubrié mayor formacién de anticuerpos en el caso del uso de alumbre como adyuvante (Grupo 2)
que en el caso de uso de conjugado de oro coloidal como adyuvante (Grupo 3) (Figura 12). El alumbre, como se ha
conocido previamente, es un adyuvante capaz de inducir una fuerte respuesta inmunitaria humoral. También se ha
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descubierto que el conjugado de oro coloidal usado en la presente invencion induce una respuesta inmunitaria
humoral. Sin embargo, para comparar dos adyuvantes como un adyuvante para vacuna terapéutica, las respuestas
inmunitarias mediadas por células inducidas por dos adyuvantes se compararon entre si.

(2) Efecto en la respuesta inmunitaria mediada por células

Para confirmar si la respuesta inmunitaria mediada por células se inducia por el conjugado de oro coloidal, se
separaron esplenocitos después de la inmunizacion secundaria de cada ratén, y se analiz6 la produccion de
interferon g que era especifica para el antigeno del nicleo o antigeno de superficie por ELISA. En el caso de usar
alumbre como un adyuvante (Grupo 2), la produccion de interferén g especifico de antigeno aumento 2,5 veces mas
que el grupo de control no inmunizado. En el caso del uso de conjugado de oro coloidal como adyuvante, la
produccion de interferén g especifico de antigeno aumentdé mucho mas que del grupo de control no inmunizado
(Figura 13), en particular, la respuesta inmunitaria mediada por células especificas de antigeno de superficie
aumentd 4 veces mas que en el caso de usar alumbre. Es decir, cuando el conjugado de oro coloidal se us6 como
adyuvante, la respuesta inmunitaria mediada por células contra el antigeno de virus de la hepatitis B se indujo
eficazmente para aumentar la produccion de interferon g para eliminacion del virus. En consecuencia, el conjugado
de oro coloidal puede inducir fuerte respuesta inmunitaria mediada por células, usandose por lo tanto como un buen
adyuvante en el desarrollo de una vacuna terapéutica eficaz.

Ejemplo 6. Optimizacion de la vacuna terapéutica
6.1 Condiciones para el experimento de inmunizacion y procedimiento de analisis

(1) Fin: para maximizar las respuestas inmunitarias tanto humoral como mediada por células, se compararon las
composiciones éptimas de vacuna terapéutica.

(2) Materiales y procedimientos
(a) Animal experimental: ratones hembra de 6 semanas de edad C57BL/6.
(b) Vacuna de ensayo

El antigeno del nucleo recombinante purificado y antigeno de superficie completo se adsorbieron en alumbre. Se
usaron 0,5 o de cada antigeno por dosis. Ademas, 0,5 o de cada antigeno adsorbido en alumbre se mezclé con 200
o del conjugado de oro coloidal revestido con BSA, y se realiz6 la inmunizacion.

(c) Grupo de inmunizacion y condicion de inmunizacion
- Grupo de inmunizacion

Grupo 1: control negativo inmunizado con PBS.

Grupo 2: grupo inmunizado con el antigeno de superficie completo recombinante y antigeno de nucleo adsorbido
en alumbre.

Grupo 3: grupo inmunizado con la mezcla de conjugados de oro coloidal, y antigeno de superficie completo
recombinante y antigeno de nucleo que se adsorbieron en alumbre.

- Procedimiento de administracion: cada vacuna de ensayo se administrd por inyeccion intramuscular dos veces a
intervalos de dos semanas.

(d) Procedimiento de analisis de la respuesta inmunitaria

Las respuestas inmunitarias humorales y mediadas por células inducidas por las vacunas de ensayo se analizaron
de la misma manera que se ha descrito en los Ejemplos 3 y 5.

6.2 Analisis de respuestas inmunitarias inducidas
(1) Efecto en la respuesta inmunitaria humoral

Se indujo la formacién de anticuerpos especificos de antigeno en los Grupos a los que se administraron antigenos
de vacuna (Grupos 2 y 3), en comparacion con el control negativo (Grupo 1). No hubo diferencias significativas en
los titulos de anticuerpos entre el Grupo 2 (inmunizado con los antigenos adsorbidos en alumbre) y el Grupo 3
(inmunizado con la mezcla del conjugado de oro coloidal y antigenos adsorbidos en alumbre) (Figura 14). Como
resultado, se mezclaron alumbre y conjugado de oro coloidal para su uso como un adyuvante, potenciando de este
modo la respuesta inmunitaria humoral.

(2) Efecto en la respuesta inmunitaria mediada por células

Para confirmar si se indujo respuesta inmunitaria mediada por células por el conjugado de oro coloidal, se separaron
los esplenocitos después de la inmunizacion secundaria de cada raton, y se analizé la produccién de interferon g por
ELISA.
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En el Grupo 2 inmunizado con los antigenos de vacuna adsorbidos en alumbre, la produccion de interferén g
especifico de antigeno aumenté 2 veces mas que el grupo de control negativo. En el Grupo 3 inmunizado con los
antigenos de vacuna y conjugado de oro coloidal, la produccién de interferén g especifico de antigeno del nucleo
aumento 2,5 veces, y la produccion de interferon g especifico de antigeno de superficie aumenté 4,5 veces (Figura
15). Por lo tanto, se ha confirmado de nuevo que el alumbre es un adyuvante capaz de inducir una fuerte respuesta
inmunitaria humoral y el conjugado de oro coloidal es un adyuvante capaz de inducir una respuesta inmunitaria
mediada por células fuerte, como se ha mostrado en el Ejemplo 4. En consecuencia, la inmunizacién se realiza
usando la mezcla de antigenos de vacuna adsorbidos en alumbre y el conjugado de oro coloidal para realizar el
desarrollo de una vacuna terapéutica capaz de optimizar las respuestas inmunitarias tanto humoral como mediada
por células.

Ejemplo 7. Confirmacion de la eficacia de la vacuna en ratén transgénico (1)
7.1 Condiciones para el experimento de inmunizacion y procedimiento de analisis

(1) Fin: la eficacia de la composicion de vacuna terapéutica establecida en raton normal se analiz6 en raton
transgénico (HBsAg/HLA-A2).

(2) Material y procedimiento
(a) Animal experimental

Se usaron ratones hembra de 6 semanas de edad transgénicos para HBsAg/HLA-A2 (Loirat D y col, HBsAg/HLA-A2
transgenic mice: a model for T cell tolerance to hepatitis B surface antigen in chronic hepatitis B virus infection
International Immunology 15: 1125-1136, 2003). El modelo de ratén expresa continuamente antigeno de superficie
del VHB (HBsAg) y secreta particulas de tipo viral que consisten en antigenos de superficie a la sangre. Ademas, el
modelo de ratdon reconoce el gen del antigeno de superficie del VHB como un gen propio, y no induce la respuesta
inmunitaria contra el gen, mostrando tolerancia inmunitaria. Es decir, este es un modelo de ratén para portadores
cronicos del VHB, en los que la respuesta inmunitaria contra el antigeno del VHB es demasiado débil para eliminar
el antigeno del virus, y se mantiene la afeccion de infeccion cronica.

(b) Antigeno de vacuna y adyuvante

El antigeno de nucleo recombinante purificado y antigeno de superficie recombinante completo se adsorbieron en
alumbre para usar como un antigeno de vacuna. El conjugado de oro coloidal revestido con BSA se usé como un
adyuvante para vacuna terapéutica.

(c) Grupo de inmunizacién y condicién de inmunizacion
- Grupo de inmunizacion

1. Grupo 1: control negativo inmunizado con PBS (solucién salina tamponada con Fosfato)

2. Grupo 2: grupo inmunizado con el antigeno de superficie completo recombinante y antigeno del nucleo
adsorbido en alumbre

3. Grupo 3: grupo inmunizado con la mezcla de conjugados de oro coloidal, y antigeno de superficie completo
recombinante y antigeno del nucleo que se adsorbieron en alumbre.

- Procedimiento de administracion: cada vacuna de ensayo se administré por inyeccion intramuscular tres veces a
intervalos de dos semanas.

(d) Analisis de particula de tipo viral en el suero

Se recogieron sueros preinmunitarios y sueros después de la inmunizacion terciaria, y se analizé la cantidad de
particulas de tipo viral que consistian en el antigeno de superficie (HBsAg) en el suero usando un kit de ELISA
HBsAg Genedia 3.0 (GREEN CROSS).

(e) Analisis de la respuesta inmunitaria humoral

Se recogieron sueros preinmunitarios y sueros después de la inmunizacion terciaria, y se analizé la formacion de
anticuerpos especificos de antigeno de la misma manera que se ha descrito en el Ejemplo 4. Ademas, se determiné
el subtipo de anticuerpo inducido para medir la relacion de 1IgG2a e IgG1.

(f) Analisis de respuesta inmunitaria mediada por células

Se separaron esplenocitos y se cultivaron por el procedimiento como se ha descrito en el Ejemplo 4, y se analizo la
induccion de interferon g como un indicio de respuesta inmunitaria mediada por células por ensayo de ELISA
ELISPOT.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 526 744 T3

(9) Analisis de interferén g y expresion del gen del antigeno de superficie en el higado

Se extrajo ARN total del higado de raton, y se analizo6 la expresiéon génica por un procedimiento de RT-PCR. Se aislo
el ARN total usando un kit RNeasy Mini (Qiagen) y se analizaron la expresion del gen de antigeno de superficie
(SEC ID N° 9y 10) y gen de interferon g (SEC ID N° 11 y 12) usando los siguientes cebadores y un kit de RT-PCR
de una etapa (Qiagen). Se usé la expresion del gen de B actina (SEC ID N° 13 y 14) como un control negativo.

S-(F) 5-ATG GAG AGC ACA ACA TCA GG-3' (SEC ID N°: 9)

S-(R) 5-TTA AAT GTA TAC CCT AAG-3' (SEC ID N°: 10)

INF-y (F) 5-AGC GGC TGA CTG AAC TCA GAT TGT AG-3’ (SEC ID N°: 11)
INF-y (R) 5-GTC ACA GTT TTC AGC TGT ATA GGG-3’ (SEC ID N°: 12)

B actina (F) 5-TCC TGT GGC ATC CAT GAA AC-3’ (SEC ID N°: 13)

B actina (R) 5-CTT CGT GAA CGC CAC GTG C-3' (SEC ID N°: 14)

7.2 Eficacia del conjugado de oro coloidal como adyuvante para vacuna terapéutica
1) Interrupcion de la tolerancia inmunitaria

El modelo de raton transgénico reconoce el antigeno de superficie del VHB como un antigeno propio para no inducir
respuesta inmunitaria contra el antigeno, mostrando tolerancia inmunitaria. Sin embargo, cuando se administro al
modelo de ratén la vacuna terapéutica, la tolerancia inmunitaria al antigeno de superficie se interrumpio para inducir
respuestas inmunitarias tanto humorales como mediadas por células.

a) Induccioén de respuesta inmunitaria humoral

El titulo de anticuerpo contra el antigeno de superficie se determind usando el suero preinmunitario y suero después
de la inmunizacion terciaria. Incluso aunque se mantuvo la alta concentracion de antigeno en sangre en el control
negativo (Grupo 1), no se detectd anticuerpo contra el antigeno de superficie. Sin embargo, en el grupo al que se
administré el antigeno de vacuna (Grupos 2 y 3), se interrumpié la tolerancia inmunitaria al antigeno de superficie, y
se produjo el anticuerpo contra el antigeno de superficie. En el caso de usar el conjugado de oro coloidal revestido
con BSA como un adyuvante (Grupo 3), la produccion del anticuerpo inducido fue ligeramente menor, en
comparacion con el grupo al que se administré el antigeno de vacuna adsorbido en alumbre (Grupo 2) (Figura 16).
Sin embargo, se descubrié que la relacion de IgG2a e IgG1 era mayor en el Grupo 3 usando el conjugado de oro
coloidal como un adyuvante que en el Grupo 2 usando alumbre solamente (Figura 17). En consecuencia, puede
verse que el conjugado de oro coloidal como un adyuvante desviaba la respuesta inmunitaria hacia respuesta de
Th1.

(b) Induccion de la respuesta inmunitaria mediada por células

Se ha sabido que la respuesta inmunitaria mediada por células fuerte es esencial para la eliminacién del virus. Por lo
tanto, para confirmar si la vacuna terapéutica interrumpe la tolerancia inmunitaria e induce la respuesta inmunitaria
mediada por células especifica de antigeno de superficie, se separaron esplenocitos después de la inmunizacion
para comparar la produccion de interferén g como un indicio de la respuesta inmunitaria mediada por células por
ELISPOT y ELISA. En el experimento que usa los ratones transgénicos, también se indujo una respuesta inmunitaria
mediada por células mayor en el Grupo 3 usando el conjugado de oro coloidal como un adyuvante (A y B en la
Figura 18), que es similar a los resultados en el Ejemplo 5.

2) Reduccién de la particula de tipo viral que consiste en el antigeno de superficie (HBsAg) en sangre

El suero preinmunitario y suero después de la inmunizacion terciaria se recogieron para analizar la cantidad de
particulas de tipo viral que consistian en el antigeno de superficie (HBsAg) en sangre. Como se ha indicado
previamente, la cantidad de particula de tipo viral en sangre se redujo de forma natural en aproximadamente el 40 %
en el control negativo. Sin embargo, las cantidades de particula de tipo viral en sangre se redujeron
significativamente en grupos inmunizados con la vacuna terapéutica. Ademas, después de la inmunizacion terciaria,
se detectd la menor cantidad de particula de tipo viral en el Grupo 3 inmunizado con la mezcla de los antigenos de
vacuna y conjugado de oro coloidal, en comparacion con el Grupo 2 inmunizado solamente con los antigenos de
vacuna adsorbidos en alumbre (Figura 19). En el Grupo 2 inmunizado solamente con los antigenos de vacuna
adsorbidos en alumbre, se descubrid que la cantidad de antigeno se reducia temporalmente, sin embargo, no se
indujo la respuesta inmunitaria mediada por células. Por lo tanto, no se penso que eliminara completamente el virus.

3) Reduccion de la expresion del gen viral en higado por respuesta inmunitaria mediada por células

Para eliminar el virus de los hepatocitos infectados, las células inmunitarias que secretan interferén g y que tienen
actividad citolitica tienen que emigrar al higado para suprimir la transcripcion del gen viral y destruir directamente las
células infectadas. Por lo tanto, para confirmar si la respuesta inmunitaria mediada por células especifica de
antigeno se induce de hecho en el higado del ratén transgénico, se extrajo ARN total del higado de ratén, y se
analizo la expresion del interferon g por el procedimiento de RT-PCR. Se descubrié que la expresion del interferon g
era baja en el grupo de control (Grupo 1) y Grupo 2, mientras que se descubrié que la expresion del interferén g era
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de 3 a 4 veces mayor en el Grupo 3 (Figura 20). Ademas, para confirmar si el interferon g producido suprime la
expresion del gen viral, es decir, gen de antigeno de superficie del VHB en hepatocitos, se realizé el mismo
procedimiento que se ha descrito anteriormente para comparar la expresion del gen de antigeno de superficie. Se
descubrié que el nivel de expresion alto del antigeno de superficie se mantenia en el grupo de control (Grupo 1) y
Grupo 2 inmunizado solamente con los antigenos adsorbidos en alumbre. Por el contrario, se descubrié que la
expresion del antigeno de superficie se reducia notablemente en el Grupo 3 (Figura 20).

En consecuencia, puede verse que la vacuna terapéutica de la presente invencion interrumpe la tolerancia
inmunitaria al antigeno del virus de la hepatitis B, e induce respuestas inmunitarias tanto humorales como mediadas
por células. En particular, se ha descubierto que el oro coloidal como un adyuvante inducia respuesta inmunitaria
mediada por células fuerte para suprimir la expresion del gen viral en hepatocitos y eliminar particulas de tipo viral
de la sangre. En consecuencia, estos experimentos demostraron que la vacuna terapéutica que contenia oro
coloidal como un adyuvante de la presente invencion detiene la tolerancia inmunitaria para inducir respuestas
inmunitarias especificas de antigeno, y por lo tanto es buena para resolver infeccién cronica.

Ejemplo 8. Confirmacion de la eficacia de la vacuna en ratén transgénico (2)
8.1 Condiciones para el experimento de inmunizacion y procedimiento de analisis

Se us6 un conjugado de oro coloidal revestido con una parte de antigeno de superficie del VHB, proteina pres, como
un adyuvante para vacuna terapéutica. Los animales experimentales, grupos de inmunizacion y procedimientos de
analisis fueron iguales que los descritos en el Ejemplo 7.

8.2 Eficacia del conjugado de oro coloidal revestido con preS como adyuvante para vacuna terapéutica
1) Interrupcién de la tolerancia inmunitaria

En el caso de uso del conjugado de oro coloidal revestido con preS como un adyuvante para vacuna terapéutica, la
tolerancia inmunitaria se detuvo para inducir respuestas inmunitarias mediadas por células y humorales, como se
muestra en el Ejemplo 6 (usando conjugado de oro coloidal revestido con BSA).

a) Induccioén de respuesta inmunitaria humoral

El titulo de anticuerpo contra el antigeno de superficie se determiné usando los sueros preinmunitarios y sueros
después de la inmunizacion terciaria. Incluso aunque la alta concentracion de antigeno en sangre se mantuvo en el
control negativo (Grupo 1), no se detectd ningun anticuerpo contra el antigeno de superficie. Sin embargo, en el
grupo al que se administré el antigeno de vacuna (Grupo 2 y 3), se interrumpid la tolerancia inmunitaria al antigeno
de superficie, y se produjo el anticuerpo contra el antigeno de superficie. En el caso de usar el conjugado de oro
coloidal revestido con BSA como un adyuvante (Grupo 3), la produccion del anticuerpo inducido fue ligeramente
menor, en comparacion con el grupo al que se administro el antigeno de vacuna adsorbido en alumbre (Grupo 2)
(Figura 21). Sin embargo, se descubrié que la relacion de IgG2a e IgG1 era mayor en el Grupo 3 usando el
conjugado de oro coloidal como un adyuvante que en el Grupo 2 usando solamente alumbre (Figura 22). En
consecuencia, puede verse que el conjugado de oro coloidal como un adyuvante desviaba la respuesta inmunitaria
hacia respuesta de Th1.

(b) Induccion de la respuesta inmunitaria mediada por células

Se ha sabido que la respuesta inmunitaria mediada por células fuerte es esencial para la eliminacién del virus. Por lo
tanto, para confirmar si la vacuna terapéutica interrumpe la tolerancia inmunitaria e induce la respuesta inmunitaria
mediada por células especifica de antigeno de superficie, se separaron esplenocitos después de la inmunizacion
para comparar la produccion de interferén g como un indicio de la respuesta inmunitaria mediada por células por
ELISPOT y ELISA. En el experimento que usa los ratones transgénicos, también se indujo mayor respuesta
inmunitaria mediada por células en el Grupo 3 usando el conjugado de oro coloidal como un adyuvante (Ay B en la
Figura 23), que es similar a los resultados en el Ejemplo 5.

2) Reduccién de la particula de tipo viral que consiste en el antigeno de superficie (HBsAg) en sangre

Los sueros preinmunitarios y sueros después de la inmunizacion terciaria se recogieron para analizar la cantidad de
particula de tipo viral que consiste en el antigeno de superficie (HBsAg) en sangre. Como se ha indicado
previamente, la cantidad de particula de tipo viral en sangre se redujo de forma natural en el control negativo. Sin
embargo, las cantidades de particula de tipo viral en sangre se redujeron significativamente en grupos inmunizados
con la vacuna terapéutica. Ademas, después de la inmunizacion terciaria, se detectd la menor cantidad de particula
de tipo viral en el Grupo 3 inmunizado con la mezcla de los antigenos de vacuna y conjugado de oro coloidal, en
comparacion con el Grupo 2 inmunizado solamente con los antigenos de vacuna adsorbidos en alumbre (Figura 24).
En el Grupo 2 inmunizado solamente con los antigenos de vacuna adsorbidos en alumbre, se descubrié que la
cantidad de antigeno se reducia temporalmente, sin embargo, no se indujo la respuesta inmunitaria mediada por
células. Por lo tanto, no se pensé que eliminara completamente el virus.
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Aplicabilidad industrial

Como se ha descrito anteriormente, la presente invencion proporciona una vacuna del VHB que comprende un
antigeno de superficie de hepatitis B completo que consiste en los antigenos preS1, preS2 y S (L-HBsAg), y una
vacuna multi antigeno del VHB que comprende el antigeno de superficie completo y un antigeno del nucleo
recombinante. La vacuna comprende ademas oro coloidal como un adyuvante para inducir la respuesta inmunitaria
mediada por células fuerte, usandose de este modo como una vacuna terapéutica para virus de la hepatitis B.

<110> DOBEEL Corporation
<120> Una vacuna del VHB y un procedimiento para prepararla
<130> OPAQ7056/PCT

<150> KR10-2007-0010167
<151> 31-01-2007

<160> 14

<170> Kopatentin 1.71
<210> 1

<211> 2782

<212> ADN

<213> Gen de la envoltura del virus de la hepatitis B

<400> 1
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agatctcaat
tactgggett
tectaacatt
tacagttaat
taccaaatat
tocattactte
gagagaaact
acagcatggyg
ccaatectet
acaatecaga
gagtgggage
ctcaggctca
ggcagtcagg
ccatgcagtyg
tatattttee
cacccatate
catcaggatt
toctcacaat
cacccacgtg
gtectecaat
tcatectgoet
ceghtttgtee

cgatteoctge

ctcgggaatce
tattetteta
catttacagg
gaaaaaagga
ttgcecettgg
aaaactagge
acacgcagecg
aggttggtct
gggattettt
ttgggactte
attcgggcca
gggcatattg
aagacagcct
gaacteocace
tgctggtgge
gtcoaatette
cctaggacce
accacagagt
tcectggecaa
ttgtectgge
gotatgecte
tctactteca

tcaaggaacc
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tcaatgttag
ctgtacetgt
aggacattat
gattaaaatt
ataaaggcat
attatttaca
cttcattttg
tccaaaccte
ccogateace
aaccccaaca
gggttcacce
acaacagtge
actccecatct
acattecace
tecagtteeyg
tegaggactyg
ctgctegtgt
ctagactogt
aattcgcagt
tategetgga
atottottgt
ggaacatcaa

toctatgttte

tatccecttgg
ctttaatect
taatagatgt
aattatgect
taaaccttat
tactctgtgg

tgggtcacca

gacaaggeat
agttggacee
aggatcactg
caccacacgy
cagcagcgcc
ctccacectet
aagcteotget
gaacagtaaa
gggaccectge
tacaggoggy
ggtggacttc
cgooeaaccte
tgtgtetgeg
tggttettet
ctaccagcac

cctettgttyg
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actcataagg
gagtggcaaa
caacaatatg
gcetaggtttt
tatcctgaac
aaggctggea
tattettggg
ggggacgaat
tgegttegga
gocagaggea
cggtettttg
toctectgee
aagagacagt
agatoccaga
ccectgtteeg
acegaacatyg
gtttttcttg
tctcaatttt
caatcactca
gegbtttate
ggactaccaa
gggaccatge

ctgtacaaaa

tgggaaactt
ctecctactt
tgggecctet
atcctaaccet
atgcagttaa
ttctatataa
aacaagagct
ctttetgtte
gocaactcaa
aatcaggtag
gggtggagec
tccaccaatc
catcctcagg
gtgaggggce
actactgect
gagagcacaa
ttgacaagaa
ctagggggag
cgoaacctett
atattoctet
ggtatgttge
aagacctgeca

ccttocggacg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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gaaactgcac
gggccteagt
ggettteocea
tgtacaacat
acatttaaac
aattggaagec
tcggaaactg
tttgggettte
atgtatacaa
acaatatctg
tgacgcaace
tgtggectcet
gtctggagceca
cttcccatgg
egtecegteg
tececttett
ccegtetgtyg
atggagacca
ggactctcag
gactgggagg
cataaattgg
gtteatgtea
ttgaccegta

tctttoctte

<210> 2
<211> 21
<212> ADN

ttgtattcecce
cegttteotec
cactgtttgyg
cttgagteoce
cctaataaaa
tggggtactt
cctgtaaata
gctgoecoctt
getaageagy
cacetttace
cecactggat
ctgecogatce
acacttatcg
ctgcteggat
gegoetgaate
catetgeogt
cetteteate
ccgtgaacge
caatgtcaac
agttggggga
teotgtgeace
tactgttcaa
taaagaattt

tattcgagat

<213> Secuencia artificial

<220>
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atcccatcat
tggotoagtt
cttteagtta
tttttaccte
ccaagegttyg
taccacagga
gacctattga
ttacacaatg
cttteacttt
cegttgoceg
ggggcttgge
atactgecgga
ggactgacaa
gtgctgecaa
cogeggacga
tecggecgac
taccggaceg
ccaccaggtc
gaccgacctt
ggagattagg
ageoaccatge
gectecaage
ggagettetg

ct

<223> Cebador directo para PCR

<400> 2

ggaagatctc aatctcggga a

<210>3
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

21

<223> Cebador inverso para PCR

cctgggettt
tactagtgece
tatggatgat
tattaccaat
gggctactee
acatattgta
ttggaaagta
tggctatcct
ttegecaact
gcaacggtca
cataggcocoat
actcctagea
ctetgttgte
ctggatccty
ceegtetegy
cacggggcgc
tgtgeactte
ttgcccaagy
gaggcatact
ttaaaggtct
aactttttca
tgtgecttgg

tggagttact
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cgcaagattc
atttgttoag
gtggtattgg
tttettetgt
cttaacttea
ctaaagctca
tgtcaaagaa
gocttgatge
tacaaggect
ggtetetgee
cggogcatge
gogtgttttg
ctctctegga
cgcgggacgt
ggcegtttgy
acctctettt
getteaccte
tcttacataa
tcaaagactg
ttgtactagg
cctetgecta
gtggetttgg

ctettttttg

ctatgggagt
tggttcgeag
gggccaagte
ctttgggtat
tgggatatgt
aggaatgttt
ttgtgggtct
ctttatatge
ttetgtgtaa
aagtgtttge
gtggaacett
ctogrageay
aatacacctc
cctttgtcta
goctotaceyg
acgeggtote
tgcacgtege
gaggactctt
tttgtttaaa
aggctgtagg
atcatcteat
ggcatggaca

cottotgact

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

15920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2782
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<400> 3

ggaagatctc gaatagaagg aaag

<210> 4
<211> 400
<212> PRT
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24

<213> L-HBsAg del virus de la hepatitis B

<400> 4

Met
1
Ser
Ala
Lys
Pro
65

Ala

Thr

Gln

Gly
145

Ile

Ser

Phe

Trp

Gln

225

Pro

Phe

Gly

Val

Phe

Asp

50

Gly

Gln

Asn

Asp

Ala

130

Ser

Ser

Thr

Phe

Trp
210
Asn

Ile

Leu

Gly

Pro

Gly

35

His

Phe

Gly

Arg

Ser

115

Leu

Ser

Ser

Thr

Leu

195

Thr

Ser

Cys

Phe

Trp
Azn
20

Ala

Trp

Thr

Ile

Gln

100

His

Leu

Ser

Ile

Ser

180

Ser

Gln

Pro

Ile

Ser

Pro

Asn

Pro

Pro

Leu

85

Ser

Pro

Asgp

Gly

Phe

165

Gly

Thr

Leu

Ser

Gly

245

Leu

Ser

Ser

Glu

Pro

70

Thr

Gly

Gln

Pro

Thr

150

Ser

Phe

Arg

Azn

Pro

230

Tyr

Lys

Gly

Asn

Ala

55

His

Thr

Ala

Arg

135

Val

Arg

Leu

Ile

Phe

215

Thr

Leu

Pro

Phe

Asn

40

Asn

Gly

Val

Gln

Met

120

Val

Azn

Thr

Gly

Leu

200

Leu

Ser

Trp

Cys

20

Arg

Phe

25

Pro

Gln

Gly

Pro

Pro

105

Gln

Arg

Pro

Gly

Pro

185

Thr

Gly

Asn

Met

Leu

Gln

10

Pro

Asp

Val

Leu

Ala

90

Thr

Trp

Gly

Val

Asp

170

Ile

Gly

His

Cys

250

Ile

Gly

Asgp

Trp

Gly

Leu

75

Ala

Pro

Asn

Leu

Pro

155

Pro

Pro
Ala
Ser

235

Phe

Met

His

Asp

Val

60

Gly

Pro

Ile

Ser

Tyr

140

Thr

Ala

Val

Gln

Pro

220

Pro

Arg

Leu

Gly

Gln

Phe

45

Gly

Trp

Pro

Ser

Thr

125

Phe

Thr

Pro

Leu

Ser

205

Thr

Thr

Arg

Leu

Thr

Leu

30

Asn

Ala

Ser

Pro

Pro

110

Thr

Pro

Ala

Asn

Gln

190

Leu

Cys

Ser

Phe

Val

Azn

15

Asgp

Pro

Phe

Pro

Ala

95

Pro

Phe

Ala

Ser

Met

175

Ala

Asgp

Pro

Cys

Ile

255

Leu

Pro

Asn

Gly

Gln

80

Ser

Leu

His

Gly

Pro

160

Glu

Gly

Ser

Gly

Pro

240

Ile



Asp

Thr

Thr

305

Cys

Trp

Phe

Ile

Pro
385

<210>5
<211> 149
<212> PRT

Tyr

Thr
290

Ser

Thr

Glu

Val

Trp
370

Phe

Gln

275

Ser

Met

Cys

Trp

Gln

355

Met

Len

260

Gly

Thr

Phe

Ile

Ala

340

Trp

Met

Pro

Met

Gly

Pro

Pro

325

Ser

Phe

Trp

Len
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Len

Pro

Ser

310

Ile

Val

Ala

Tyr

Len
390

Pro

Cys

295

Cys

Pro

Arg

Gly

Trp

375

Pro

Val

280

Lys

Cys

Ser

Phe

Leu

360

Gly

Ile

265

Cys

Thr

Cys

Ser

Ser

345

Ser

Pro

Phe

Pro

Cys

Thr

Trp

330

Trp

Pro

Ser

Phe

Len

Thr

Lys

315

Ala

Len

Thr

Leu

Cys
395

Len

Ile

300

Pro

Phe

Ser

Val

Tyr

380

Len

Pro

285

Pro

Ser

Ala

Len

Trp
365

Asn

Trp

270

Gly

Ala

Asp

Arg

Len

350

Leu

Ile

Val

<213> Antigeno del nucleo del VHB excepto el grupo de arginina en el extremo C-terminal

<400> 5

21

Thr

Gln

Gly

Phe

335

Val

Ser

Leu

Tyr

Ser

Gly

Asn

320

Len

Pro

Val

Ser

Ile
400
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Ser

Thr

Ser

Leu

65

Ser

Ile

Glu

Pro

Asp

Phe

Ala

Pro

50

Met

Arg

Arg

Thr

Pro

Ile Asp

Pro

20
Ser Ala
35

His His

Asn Leu

Glu Leu

Gln Leu

100

Val
115

Leu

Ala Tyr

130

Glu
145

<210>6
<211> 447
<212> ADN

<213> Acido nucleico que codifica un antigeno del nticleo del VHB excepto el grupo de arginina en el extremo

C-terminal

<400> 6

atggacattg
tetgacttet
gccttagagt
tgttggggty
tccagggaat
ttgtggttte
tettttggag

tcaacactte

<210>7
<211> 23
<212> ADN

Thr

Thr Val

acccegtataa
ttecttetat
cteccggaaca
agttgatgaa
tagtagtcag
acattteoctg
tgtggatteg

cggaaactac

<213> Secuencia artificial

<220>
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Pro Tyr

Ser Asp

Tyr

Thr Ala

Ala Thr

70

Val
85

Val
Trp
Glu

Tyr

Arg Pro

Lys

Phe

Arg

Leu
55

Trp

Ser

Phe

Leu

Pro

Glu Phe

Phe Pro

25

Glu
40

Ala
Arg Gln
Val Gly
Tyr Val

Ile
105

His

Val
120

Ser

Asn Ala

135

Val

agaatttgga
tegagatete
ttgttcacct
tctggccace
ctatgtcaac
tettactttt
cactecteoce

tgttgtt

<223> Cebador directo para PCR

gettetgtgg
ctegacaceg
caccatacag
tgggtgggaa
gttaatatgg
ggaagagaaa

gettacagac

22

Gly Ala

10
Ser Ile
Glu

Ala Ile

Ser

Arg

Ser

Leu

Val Glu

Leu
30

Asp

Pro Glu

45

Cys Trp

60

Asn
75

Ser

Asn Val

90

Ser Cys

Phe Gly

Prc Ile

Asn

Val

Leu

Glu Asp

Met Gly

Thr Phe

110

Trp Ile

125

Ser Thr

140

agttactcte
cetetgetet
cactcaggca
gtaatttgga
gcctaaaaat
ctgttottga

caccaaatge

ttttttgect
gtatcgggag
agctattctg
agacccagca
cagacaacta
gtatttggtyg

coctatetta

Leu

15

His

Gly

Pro

Leu

95

Gly

Arg

Leu

Asp

Cys

Glu

Ala
g0

Lys

Arg

Thr

Pro

60
120
180
240
300
360
420

447
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<400> 7
ccccatatgg acattgaccc gta 23

<210> 8

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PCR

<400> 8
cgcggatcca acaacagtag tttccgg 27

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para RT-PCR

<400> 9
atggagagca caacatcagg 20

<210> 10

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para RT-PCR

<400> 10
ttaaatgtat accctaag 18

<210> 11

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para RT-PCR

<400> 11
agcggctgac tgaactcaga ttgtag 26

<210> 12

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para RT-PCR

<400> 12
gtcacagttt tcagctgtat aggg 24

<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para RT-PCR
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<400> 13
tcetgtggcea tccatgaaac 20

<210> 14

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso para RT-PCR

<400> 14
cttcgtgaac gccacgtge 19
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna del VHB que comprende un antigeno de superficie del VHB completo recombinante (L-HBsAg) y
antigeno del nucleo del VHB, en la que el antigeno de superficie completo consiste en tres tipos de proteina de
superficie (proteina L, proteina M y proteina S) y los antigenos preS producidos que consisten en preS1 y presS2 se
localizan en la superficie externa de particulas formadas por enlaces entre antigenos S, y en la que la vacuna
comprende alumbre y oro coloidal como un adyuvante.

2. La vacuna del VHB de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el antigeno del nucleo del VHB es obtienido
cultivando E. coli transformadas con un vector de expresion recombinante que comprende un nucleétido que codifica
el antigeno del nucleo del VHB, en el que preferentemente el nucleétido que codifica el antigeno del nicleo de VHB
tiene una secuencia de bases de SEC ID N°: 6.

3. Un procedimiento para preparar la vacuna del VHB de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende las etapas
de:

1) introducir un polinucleétido que tiene una regién codificante para el gen de la envoltura del VHB completo y un
nucledtido 3'-UTR completo que contiene un sitio de poliadenilacién en un vector pSGM depositado con el
numero de referencia;: KCCM 10202;

2) transformar una célula animal con el vector de expresion de la etapa 1); y

3) cultivar la célula animal transformada para recuperar una proteina de antigeno de superficie completo del VHB
recombinante (L-HBsAQ);

4) introducir un polinucledtido que codifica un antigeno del ndcleo del VHB en un vector de expresion;

5) transformar una célula huésped con el vector de expresion de la etapa 4);

6) cultivar la célula huésped transformada para recuperar una proteina del nucleo del VHB recombinante; y

7) mezclar el antigeno de superficie completo del VHB obtenido en la etapa 3) y la proteina del antigeno del
nucleo del VHB obtenida en la etapa 6) con alumbre y oro coloidal como un adyuvante.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que el polinucleétido de la etapa 1) tiene una
secuencias de bases de SEC ID N°: 1 y/o la célula animal es una célula CHO.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la célula animal transformada de la etapa 3) es un
transformante depositado con el nimero de referencia KCTC 11058BP.

6. La vacuna del VHB de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la proteina L, proteina M y proteina S son
coexpresadas de un vector de expresion, en la que el vector de expresion es preparado insertando una region
codificante para gen de la envoltura del VHB completo y un nucleétido 3’-UTR completo que contiene un sitio de
poliadenilacién en un vector pSGM depositado con el nimero de referencia KCCM 10202.

7. La vacuna del VHB de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que la region codificante para el gen de la envoltura
del VHB vy nucleétido 3-UTR completo que contiene un sitio de poliadenilacion tiene una secuencia de bases de
SEC ID N°: 1.
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[Fig. 1]

Promotor SV40

BsAgf preS-3

terminador

aislante

pMSG-1 -HRsAg

[Fig. 2]

A B A ' SDS-PAGE
B : analisis de transferencia de Western

D proteina L {39, gp42)
:) proteinaM (P33, gPAB)
. D proteina S mgm

MI2 3

Carril 1: anti-S
Carril 2. anti-pres2
Carril 3. anti-preSi
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[Fig. 3]

A. Transferencia de Western con anticuerpo anti-S
B. Transferencia de Western con anticuerpo anti-preS2
C. Transferencia de Western con anticuerpo anti-preS1

Carril 1: proteina de superficie completa (antes de tratamiento con N-glucosidasa F)
Carril 2: proteina de superficie completa (después de tratamiento con N-glucosidasa F)
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[Fig. 4]

[Fig. 5]
A : SDS-PAGE

B - analisis de transferencia de Western

M. Marcador
Carril 1. Condicion no reducida
Carril 2. Condicion reducida
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[Fig. 8]

Fig. 7]
Titulo de anticuerpo anti-S (mUl/ml)
LOEHYT
1,0E+06 1 1.659.994 m1J1/ml
TOFHIS §(C10)
51,227 mUi/ml
LOEHM S Ag (CHO)
1,0EH3
LOEH2 » 106 mUI7/m1
1,0E+01 SAg [Hmm@
punto de corte clinico
TOEHM {18 mI/ml)
10E-010 -t
0 1 2 3 (Mes)
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[Fig. 8]
Grupo Antigeno (huésped) Cantidad de antigeno a DE50
Grupo 1 S Ag (levadura) 1,41 pg
Grupo 2 S.Ag (CHOl 9’469 rg
Grupo 3 L-HBsAg (CHO) <0,156 pg
[Fig. 9]
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[Fig. 10]
estimulacion de HBsAg estimulacién de HIBcAg
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[Fig. 11]
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Fig. 12
[Fig
anticuerpo anti-HBs anticuerpo anti-nucleo
1,4 2,0
1,2 1B I
1,8
s 1,6 l 1d
» 0,8 ' » 1,2
o6 & ]
n 3 nﬂ,ﬂ
0,4 1 o8 |
oA
0,2 0;2
(4] 0
Grupo 1 Grupo 2 Grupe 3 Grupo 1 Grupo 2 Grupe 3
[Fig. 13]
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[Fig. 14]
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[Fig. 15]
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[Fig. 16]
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[Fig. 17]
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[Fig. 18]
estimulacion de HBs Ag
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[Fig. 19]
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[Fig. 20]
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[Fig. 21]
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
[Fig. 22]
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[Fig. 23]
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[Fig. 24]

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

39

I Pre-inmunitario

% 4 semanas

[]8 semanas



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


