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DESCRIPCION
Propiedades de coadyuvancia y potenciacion inmunitaria de productos naturales de Onchocerca volvulus
Antecedentes de la invencién

El aumento de la amenaza de un ataque bioterrorista en los tltimos afios pone de manifiesto la necesidad critica de
desarrollo de formulaciones de vacunas potentes para proteger a la poblacién susceptible. Las formulaciones de
vacuna contienen antigenos que inducen inmunidad contra los agentes patdégenos. Sin embargo, las respuestas
inmunitarias a muchos antigenos, si bien son detectables, son con frecuencia de magnitud insuficiente para ofrecer
proteccion contra un proceso de enfermedad mediado por los agentes que expresan estos antigenos. En tales
situaciones, es necesario incluir un coadyuvante junto con el antigeno en la formulacién de vacuna.

Un coadyuvante es un compuesto que, cuando se utiliza combinado con antigenos de vacuna especificos, potencia
la respuesta inmunitaria resultante. El mecanismo de accién de los coadyuvantes no es precisamente conocido, y
puede no ser el mismo para todos los coadyuvantes. Sin embargo, se cree que los coadyuvantes prolongan la
biodisponibilidad de un antigeno. Los coadyuvantes también parecen aumentar el tamafio del antigeno, aumentando
asi la probabilidad de fagocitosis. Ademas, la mayoria de los coadyuvantes tienen un efecto estimulador sobre la
rama mediada por células del sistema inmunitario, es decir, sobre los linfocitos T (células T).

Existen dos subpoblaciones bien definidas de células T: células T citotoxicas (Tc) y células T coadyuvantes (Th). Las
células T citotdxicas destruyen patdgenos intracelulares. Por otro lado, las células Th ejercen la mayoria de sus
funciones a través de citoquinas secretadas. Las células T coadyuvantes se dividen ademas en los tipos celulares
Thly Th2. Las diferencias en los patrones de secrecién de citoquinas de los tipos celulares Th determinan el tipo de
respuesta inmunitaria elaborada contra una sensibilizacién con antigeno concreta.

En general, las células Thl estimulan respuestas citotoxicas contra virus, bacterias y protozoos intracelulares a
través de la secrecion de interferon-gamma (IFN-y) y otras citoquinas pro-inflamatorias. Las respuestas citotoxicas
incluyen la activacién de las células Tc. En contraste, las células Th2 son inducidas por alérgenos y parasitos
helminticos, y se caracterizan por la secrecién de interleuquinas, p. €j., IL-4, IL-5, etc. Ambos tipos de células Th
estimulan la rama humoral del sistema inmunitario, es decir, los linfocitos B.

Diferentes agentes patégenos provocan diferentes tipos de respuestas inmunitarias mediadas por células. Por
ejemplo, infectando ratones con un parasito helmintico se polariza la respuesta inmunitaria a la activacién de Th2.
En algunos casos, la polarizacién es tan potente que se puede inhibir una respuesta dominante para Thl a un
patégeno infeccioso mediante la introduccién de un parasito helmintico. (Brady et al "Fasciola hepatica suppresses a
protective Thl response against Bordetella pentussis” Infect. Immun. 67: 5372-5378 (1999)). Del mismo modo, se
puede suprimir una enfermedad autoinmunitaria en ratén mediada por Thl mediante la introduccién de un parasito
helmintico en ratones (Cooke et al. "Infection with Schistosoma mansoni prevents insulin dependent diabetes
mellitus in non-obese diabetic mice" Parasite Immunol. 21:169-176 (1999)).

Adicionalmente, se ha demostrado que las propiedades antiinflamatorias de los productos de dos parasitos
helminticos son capaces de modular a la baja las respuestas inflamatorias de Thl en ratones. En particular, el fluido
corporal del parasito lombriz intestinal del cerdo, Ascaris suum, estimula potentemente citoquinas caracteristicas de
las células Th2. (Paterson et al., "Modulation of a Heterologous Immune Response by the Products of Ascaris suum"
Infect. Immunol. 70:6058-67 (2002)). Asimismo, se ha encontrado que un producto de glicoproteina secretado, ES-
62, de un paréasito de roedores tiene propiedades anti-inflamatorias generales que inhiben la producciéon de
citoquinas Th1l en la artritis inducida experimentalmente en ratones (Mclnnes et al., "A Novel Therapeutic Approach
Targeting Articular Inflammation Using the Filarial Nematode-Derived Phosphorylcholine-Containing Glycoprotein ES-
62" J. Immunol. 171:2127-33 (2003)). Este producto esta siendo desarrollado actualmente como producto
terapéutico antiinflamatorio novedoso.

Recientemente, se han mencionado dos productos de helmintos por actuar como coadyuvantes. Ambos son fuertes
inductores de respuestas Th2 a proteinas espectadoras en una vacuna. En particular, se encontré que las proteinas
secretadas por Nippostrongylus brasiliensis adulto (un paréasito de los roedores) eran fuertes inductores de
respuestas Th2 en ratones inmunizados con una proteina no relacionada (Holland et al., "Proteins secreted by the
parasitic nematode Nippostrongylus brasiliensis act as adjuvants for Th2 respones” Eur. J. Immunol. 30 (7):1977-
1987 (2000)). Del mismo modo, la lacto-N-fucopentosa lll, un carbohidrato que se encuentra en la superficie de los
huevos de un parasito humano, Schistosoma mansoni, actu6 como un coadyuvante de Th2 para una proteina
espectadora cuando se inyect6 a ratones (Okano et al., "Lacto-N-fucopentaose Il Found on Schistosoma mansoni
Egg Antigens Functions as Adjuvant for Proteins by Inducing Th2-Type Response” J. Immunol. 167:442-450 (2001)).

Hasta la presente invencion, se ha encontrado que los productos de helmintos son potentemente dominantes de
Th2. Por consiguiente, su uso como coadyuvantes ha sido para inducir respuestas en tipos de células Th2. Aunque
la activacion del tipo celular Th2 es importante, la activacion del tipo celular Thl es critica para la eficacia de ciertas
vacunas. Ademas de proporcionar un perfil de citoquinas diferente al proporcionado por las células Th2, las células
Th1 activan mecanismos efectores citotéxicos que las células Th2 no activan.
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Por otra parte, otros coadyuvantes utilizados actualmente en vacunas humanas tampoco son eficaces en la
estimulacion de respuestas citotéxicas a patégenos intracelulares. Estos coadyuvantes incluyen sales de aluminio, p.
ej., sulfato de aluminio y potasio, fosfato de aluminio e hidréxido de aluminio. Sin la capacidad de estimular las
respuestas citotoxicas a patdégenos intracelulares, el uso de tales coadyuvantes es limitado.

[0010Ademas de la proteccion contra enfermedades infecciosas, la vacunacion se esta volviendo significativa en
otras tecnologias en desarrollo. Estas tecnologias incluyen, por ejemplo, la vacunacién contra tumores singénicos.
En tales nuevos enfoques, es importante ser capaz de inducir diferentes tipos de respuestas inmunitarias.

Por consiguiente, existe una necesidad critica de coadyuvantes y agentes terapéuticos seguros y eficaces capaces
de potenciar las respuestas inmunitarias frente a una amplia variedad de agentes patdgenos y contra tumores.
Existe una necesidad concreta de coadyuvantes que refuercen respuestas de tipo celular Th1.

MacDonald AJ et al, Parasite Immunology (2004), 26, 53 - 62 describe que Ov-ASP-1, el homélogo de Onchocerca
volvulus de la familia de proteinas secretadas por activacién es inmunoestimuladora y puede inducir inmunidad
protectora anti-larvaria.

Paterson JCM et al, Infection and Immunity (2002), 6058-6067 describe la modulacién de una respuesta inmunitaria
heterdloga por los productos de Ascaris suum.

Compendio de la invencion

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una composicion de vacuna o composicién inmunogénica que
comprende un radical antigénico; y un coadyuvante que comprende una cantidad eficaz de Ov-ASP, o de al menos
una subunidad de Ov-ASP. Ov-ASP incluye Ov-ASP-1, Ov-ASP-2 y Ov-ASP-3.

En otra realizacion, la presente invencion se refiere a un método para potenciar una respuesta inmunitaria especifica
a un antigeno en un mamifero que lo necesite. El método comprende administrar al mamifero una cantidad eficaz de
Ov-ASP, o al menos una subunidad de Ov-ASP; y un radical antigénico.

En una realizacién adicional, la presente invencion se refiere a un método para estimular una respuesta celular con
la secrecidn de citoquinas en un mamifero que lo necesite. El método comprende administrar al mamifero una
cantidad eficaz de Ov-ASP, o al menos una subunidad de estas proteinas, en donde se estimula la secrecion de
citoquinas.

En una realizacion adicional, la presente invencién se refiere a un método para generar una respuesta inmunitaria o
la vacunacion de un mamifero que lo necesite contra la oncocercosis. El método comprende administrar al mamifero
una cantidad eficaz de OvVASP, o fragmentos antigénicos de OvASP, y un portador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método para prevenir el SARS en un mamifero que lo
necesite. El método comprende administrar al mamifero una composicion de vacuna que comprende un
poliaminoacido de SARS-CoV, y una cantidad eficaz de Ov-ASP, o al menos una subunidad de Ov-ASP. En otro
aspecto, la presente invencién se refiere a un método para prevenir el VIH en un mamifero que lo necesite. El
método comprende administrar al mamifero una composicion de vacuna que comprende un poliaminoacido de VIH-
1, y una cantidad eficaz de Ov-ASP, o al menos una subunidad de Ov-ASP.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Secrecion de citoquinas inducida por rOv-ASP-1 (5 pg/ml) a partir de PBMC obtenidas de
individuos (n = 14) nunca expuestos a Onchocerca volvulus. Las células se incubaron con rOv-ASP-1 (+) o
medio de cultivo solo (-).* = P <0,05 frente a células en medio de cultivo solo. Los valores son la media +
DT.

Figura 2. La inhibicién de la actividad de LPS utilizando polimixina B (5 y 20 pg/ml) no tiene efecto sobre la
bioactividad de rOv-ASP-1 (5 pg/ml) en PBMC humanas (3 donantes). rOv-ASP-1 se pre-incubd con
polimixina B durante 1 hora a temperatura ambiente antes de afiadir a PBMC. Los valores son la media +
DT.

Figura 3. Citoquinas producidas por células de bazo de ratones inmunizados con PBS o rOv-ASP-1 sin
coadyuvantes y estimuladas in vitro con rOv-ASP-1 de 5 pg/mL. Los valores se obtuvieron a partir de
células de bazo agrupadas dentro de cada grupo de tratamiento y representan la media de cultivos por
triplicado.

Figura 4. Media de IgG1 e IgG2a anti-OVA en ratones (n = 5/grupo) inmunizados con los tratamientos de
control (PBS, OVA, alumbre, MPL + TDM, rOv-ASP-1) u OVA combinado con alumbre o MPL + TDM o el
coadyuvante de ensayo, rOv-ASP-1. Las cantidades de anticuerpos se expresan como densidad 6ptica
(DO) en el analisis ELISA.

Figura 5. Titulos medios de IgG1l e IgG2a anti-OVA en ratones (n = 5/grupo) de los que se tomaron
3
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muestras de sangre pre-inmunizacion (Pre) o después de la inmunizacion con los tratamientos de control
(PBS, OVA) u OVA combinado con el coadyuvante de ensayo, rOv-ASP-1 (25 pg/ratén), que fue o bien
tratado (LPS-) o no tratado (LPS+) con gel de eliminacion de LPS. Los mismos simbolos se aplican en
ambos graficos. El titulo de IgG1 anti-OVA final fue de 512.000 y el titulo de 1gG2a anti-OVA final fue de
128.000.

Figura 6. Citoquinas producidas por las células de bazo de ratones inmunizados con OVA con o sin
coadyuvantes o tratamientos de control relevantes y re-estimulados in vitro con 5 pg/ml de OVA. Los
valores se obtuvieron a partir de células de bazo agrupadas dentro de cada grupo de tratamiento y
representan la media de cultivos por triplicado.

Figura 7. Cantidades medias de IgG anti-SC-1 total en el suero de ratéon (n= 5/grupo) después de la
inmunizacién con tratamientos de control (antigenos o coadyuvantes solos) o antigenos formulados con
MPL + TDM o coadyuvante rOv-ASP-1 de ensayo. Las cantidades de anticuerpos se expresan como
densidades Opticas (DO) en los analisis ELISA. Las diluciones reciprocas de suero se indican en el gje x.
Se indican los puntos finales T; 250.000 en presencia de rOv-ASP-1y 64.000 en presencia de MPL + TDM.

Figura 8. Cantidades medias de IgG anti-FLSC total en suero de raton (n= 5/grupo) después de la
inmunizacién con tratamientos de control (antigenos o coadyuvantes solos) o antigenos formulados con
MPL + TDM o coadyuvante rOv-ASP-1 de ensayo. Las cantidades de anticuerpos se expresan como
densidades 6pticas (DO) en los analisis ELISA. Las diluciones reciprocas de suero se indican en el eje x.
Se indican los puntos finales T; 1.024.000, en presencia de rOv-ASP-1 y 1.024.000 en presencia de MPL +
TDM.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion comprende composiciones farmacéuticas y métodos para estimular, es decir, inducir y/o
potenciar, la respuesta inmunitaria en mamiferos. La invencién incluye el descubrimiento inesperado de que las
proteinas de un parasito helmintico, Onchocerca volvulus, pueden estimular varios aspectos de la respuesta
inmunitaria de los mamiferos.

Las proteinas utilizadas en las composiciones farmacéuticas y métodos de la invencion son miembros de la familia
Ov-ASP (proteina secretada asociada con la activacion de Onchocerca volvulus). Las Ov-ASP nativas se encuentran
en los granulos secretores del eséfago glandular y la superficie de las larvas de la tercera fase infectiva del helminto
Onchocerca volvulus.

Los miembros de la Familia Ov-ASP incluyen Ov-ASP-1, Ov-ASP-2 y Ov-ASP-3. La secuencia de Ov-ASP-1 se
muestra en SEQ ID NO: 1. La secuencia de Ov-ASP-2 se muestra en el SEQ ID NO: 2. La secuencia de Ov-ASP-3
se muestra en SEQ ID NO: 3. La Ov-ASP utilizada en las composiciones y métodos de la invencién no tiene que ser
100% idéntica a los SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3, siempre y cuando la proteina conserve las
propiedades estimuladoras del sistema inmunitario de los SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 3. Por
ejemplo, la Ov-ASP, para los fines de esta memoria descriptiva, es idéntica en aproximadamente 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% a los SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3.

Se pueden utilizar una 0 mas subunidades (es decir, fragmentos) de Ov-ASP en las composiciones y métodos de
esta invencion. Una subunidad puede ser de cualquier longitud que produzca la estimulacion deseada de una
respuesta inmunitaria (es decir, una subunidad activa). El nUmero minimo de aminoacidos de una subunidad incluye,
por ejemplo, al menos aproximadamente veinte; treinta, cuarenta, cincuenta, sesenta, setenta, ochenta, y noventa
aminoacidos. ElI nimero maximo de aminoacidos de una subunidad incluye, por ejemplo, a lo sumo
aproximadamente doscientos cincuenta y tres, doscientos cincuenta, doscientos cuarenta, doscientos treinta v,
doscientos veinte, doscientos diez, doscientos, ciento noventa, ciento ochenta, ciento setenta, ciento sesenta, ciento
cincuenta, ciento cuarenta, ciento treinta, ciento veinte, ciento diez y cien aminoacidos. Un intervalo adecuado de los
aminoacidos incluye cualquier nimero desde el minimo y cualquier nimero desde el maximo.

Para los fines de esta memoria descriptiva, "Ov-ASP" incluye una Ov-ASP-1 completa, o una 0 mas subunidades de
una Ov-ASP-1 completa; una Ov-ASP-2 completa, o una o mas subunidades de una Ov-ASP-2 completa; o una Ov-
ASP-3 completa, o una 0 mas subunidades de una Ov-ASP-3 completa.

Las Ov-ASP, y subunidades de estas proteinas, se pueden preparar por medio de métodos conocidos en la técnica.
Preferiblemente, las proteinas son producidas de forma recombinante. Por ejemplo, la proteina recombinante, rOv-
ASP-1, se expreso en E. coli utilizando ADNc que codificaba Ov-ASP-1 (Ov-ASP-1: nimero de acceso de GenBank
AF020586). Esta proteina recombinante tiene un peso molecular de 24.871 Da. La proteina recombinante, rOv-ASP-
2, se expresé en E. coli utilizando ADNc que codificaba Ov-ASP-2 (Ov-ASP-2: nimero de acceso GenBank
H39490). Esta proteina recombinante tiene un peso molecular de 29.047 Da. La proteina recombinante, rOv-ASP-3,
se expres6 en E. coli utilizando ADNc que codificaba Ov-ASP-3 (Ov-ASP-3: numero de acceso GenBank
AA917267). Esta proteina recombinante tiene un peso molecular de 24.744 Da. Véase Tawe et al., Angiogenic
activity of Onchocerca volvulus recombinant proteins similar to vespid venom antigen 5" Mol. Biochem. Parasitol.
109: 91-99 (2000). Las secuencias y métodos para proporcionar Ov-ASP se describen en la Patente de los Estados
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Unidos NUm. 6.723.322 (Lustigman et al.)

La Ov-ASP también se puede obtener aislando la proteina directamente de Onchocerca volvulus por medio de
métodos convencionales. Algunos métodos adecuados incluyen precipitacion y protocolos de cromatografia liquida,
tales como intercambio iénico, interaccion hidréfoba vy filtracion en gel. (Methods Enzymol. 182 (Guide to Protein
Chemistry, Deutscher, Ed. Sec. VII) 309 (1990); and Scopes, Protein Purification. Springer-Verlag, N.Y. (1987)). La
Ov-ASP también se puede obtener mediante la separacion de la proteina en geles de SDS-PAGE preparativa,
cortando la banda de interés y electroeluyendo la proteina de la matriz de poliacrilamida.

La Ov-ASP también se puede obtener sintetizando la proteina a partir de residuos de aminoacidos individuales,
como se conoce en la técnica. (Stuart and Young "Solid Phase Peptide Synthesis", 2% Ed., Pierce Chemical Co.
(1984)).

La administracién de Ov-ASP en los métodos de la invencion se puede efectuar mediante la administracion de la
propia proteina, o mediante la introduccion de una molécula de acido nucleico que codifica la proteina de manera
gue permita la expresion de la proteina. Preferiblemente, la molécula de acido nucleico esta en forma de un vector
de expresion recombinante, tal como, por ejemplo, un plasmido purificado. Después de la administracion del vector
de expresion a una célula de mamifero, la Ov-ASP es expresada intracelularmente.

Los vectores recombinantes también pueden contener una secuencia de nucledtidos que codifica elementos
reguladores adecuados con el fin de efectuar la expresién del constructo vector en una célula anfitriona adecuada.
Los expertos en la técnica apreciaran que una variedad de potenciadores y promotores son adecuados para su uso
en los constructos de la invencién, y que los constructos contendran las secuencias de inicio, terminacion y de
control necesarias para la transcripcion y el procesamiento adecuados de la secuencia de acido nucleico que
codifica una Ov-ASP cuando el constructo del vector recombinante se introduce en un sujeto.

Composiciones de vacuna o compaosiciones inmunogénicas que comprenden Ov-ASP como coadyuvante

En una realizacién, la invencién se refiere a composiciones de vacuna o composiciones inmunogénicas que
comprenden Ov-ASP y un radical antigénico. La Ov-ASP se utiliza como coadyuvante en estas composiciones.
Como coadyuvante, la Ov-ASP potencia una respuesta inmunitaria a antigenos que no estan relacionados con Ov-
ASP.

En esta realizacion, se proporcionan composiciones de vacuna o composiciones inmunogénicas que comprenden al
menos un radical antigénico y una cantidad eficaz de Ov-ASP. Las vacunas de la invencién pueden ser vacunas
profilacticas o vacunas terapéuticas. Una vacuna profilactica impide que una enfermedad se produzca cebando el
sistema inmunitario para responder a un antigeno. Se administra una vacuna terapéutica después de la infeccion
para reducir o detener la progresion de la enfermedad mediante la produccion o el refuerzo de una respuesta
inmunitaria.

La razén en peso de la fraccion antigénica de Ov-ASP en las composiciones de vacuna o composiciones
inmunogénicas puede ser cualquier razén que permita la potenciacién de una respuesta inmunitaria especifica. La
cantidad de Ov-ASP que se afiade a un radical antigénico concreto depende de varios factores, como seria conocido
por un experto en la técnica. Los factores incluyen, por ejemplo, la edad y el peso del sujeto mamifero, el modo de
administracion de la composicion, la inmunogenicidad inherente del antigeno concreto, la forma deseada de la
respuesta (elevacion de titulo, prolongacion de la respuesta, o ambos), la presencia de portadores, y otras
consideraciones que seran evidentes para los expertos en la técnica. La cantidad puede ser determinada por
experimentacion rutinaria. Por ejemplo, la razén en peso de un radical antigénico para Ov-ASP puede variar de
aproximadamente 4:1 a aproximadamente 1:1, o de aproximadamente 4:1 a aproximadamente 1:4.

El radical antigénico de la presente invencién puede ser un antigeno o una molécula de acido nucleico que codifica
un antigeno. Un antigeno es una sustancia contra la que se puede inducir una respuesta inmunitaria especifica en
un mamifero. Es decir, un antigeno es inmunogénico. Una respuesta inmunitaria especifica incluye una respuesta
humoral y/o inmunitaria mediada por células dirigida especificamente contra el antigeno. Para los fines de esta
memoria, un antigeno incluye sustancias que son capaces de provocar respuestas inmunitarias cuando se
administran a un mamifero por si mismas, y sustancias que son capaces de provocar respuestas inmunitarias solo
cuando se administran a un mamifero junto con Ov-ASP.

Los antigenos pueden ser, por ejemplo, poliaminoacidos inmunogénicos. Los poliaminoacidos incluyen
oligopéptidos, polipéptidos, péptidos, proteinas y glicoproteinas. El poliaminoacido puede ser un producto aislado de
origen natural, un producto sintético, o un poliaminoacido modificado mediante ingenieria genética.

La longitud de un poliaminoacido no es critica siempre y cuando el poliaminoacido sea inmunogénico cuando se
administra junto con Ov-ASP. Por lo tanto, el poliaminoacido contiene un numero suficiente de residuos de
aminoacidos para definir al menos un epitopo de un antigeno. Los métodos para aislar e identificar fragmentos
inmunogénicos de proteinas inmunogénicas conocidas son descritos por Salfeld et al. en J. Virol. 63: 798-808 (1989)
y por Isola et al. en J. Virol. 63: 2325-2334 (1989).
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Si un poliaminoacido define un epitopo, pero es demasiado corto para ser inmunogénico, puede ser conjugado con
una molécula portadora. Algunas moléculas portadoras adecuadas incluyen hemocianina de lapa californiana,
secuencias de Ig, TrpE, y albimina de suero humano o bovino. La conjugacién se puede llevar a cabo por medio de
métodos conocidos en la técnica. Uno de tales métodos es la combinacién de un residuo de cisteina del fragmento
con un residuo de cisteina de la molécula portadora.

Los antigenos también pueden ser un lipido, un lipopolisacarido (glicolipido) o un polisacarido. La longitud de estos
compuestos no es critica siempre y cuando el compuesto induzca una respuesta inmunitaria. Estos compuestos
también pueden ser conectados quimicamente a moléculas portadoras de proteinas con el fin de potenciar la
inmunogenicidad. Por ejemplo, un antigeno polisacarido, tal como un polisacarido capsular bacteriano o fragmento
del mismo, se puede conectar a una molécula portadora de proteina para formar un producto glicoconjugado. Los
métodos para preparar productos conjugados de polisacaridos capsulares y moléculas portadoras de proteinas
bacterianas son bien conocidos en la técnica, y se pueden encontrar, por ejemplo, en Dick y Burret, Contrib Microbiol
Immunol.10: 48-114 (Cruse JM, Lewis RE Jr., eds; Basilea Kruger (1989)).

Los antigenos pueden derivarse de diversas fuentes. Los antigenos estan disponibles comercialmente o se pueden
producir como es conocido por los expertos en la técnica.

Por ejemplo, los antigenos pueden ser producidos a partir de o derivados de microorganismos patégenos. Los
ejemplos de microorganismos que incluyen virus, por ejemplo, virus del polioma; bacterias; micoplasmas; hongos;
protozoos; y otros agentes infecciosos. Un antigeno puede ser un microorganismo completo. Por ejemplo, un
antigeno puede ser un microorganismo modificado vivo (es decir, atenuado) o un microorganismo muerto. Un
antigeno también puede ser un componente inmunogénico de un microorganismo, o un producto de un
microorganismo. Por ejemplo, el antigeno puede ser la totalidad o parte de una proteina, glicoproteina, glicolipido,
polisacarido o lipopolisacarido que estan asociados con el microorganismo.

Los microorganismos patégenos a partir de los cuales se pueden producir o derivar los antigenos para usos de
vacuna son bien conocidos en el campo de las enfermedades infecciosas. Los microorganismos patdgenos
adecuados se enumeran, por ejemplo, en Medical Microbiology, Second Edition, (1990) J. C. Sherris (ed.), Elsevier
Science Publishing Co., Inc., New York, y Zinsser Microbiology, 20% Edicion (1992), W. K. Joklik et al. (eds.),
Appleton & Lange Publishing Division of Prentice Hall, Englewood Cliffs, N.J.

Los ejemplos de microorganismos de interés particular para las vacunas humanas incluyen el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), coronavirus que causan el sindrome respiratorio agudo severo (SARS), Chlamidia,
Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Moraxella catarrhalis, Neisseria gonorrea, Neisseria meningitidis,
Salmonella typhi, Streptococcus pneumoniae, virus del herpes simple, un rabdovirus, virus del papiloma humano,
gripe, sarampién, virus sincitial respiratorio, rotavirus, virus de Norwalk, virus de hepatitis A, virus de la hepatitis B,
virus de la hepatitis C, Mycobacterium que causan tuberculosis, virus de la polio y virus de la viruela.

Un ejemplo de uno de los antigenos preferidos que se pueden utilizar en las composiciones farmacéuticas de la
presente invencién es un poliaminoacido SARS-CoV. Un ejemplo de un poliaminoacido SARS-CoV es el péptido SC-
1 de SARS-CoV (también conocido como CP-1, nimero de acceso GenBank: AY274119). Otro ejemplo de uno de
los antigenos preferidos es un poliaminoacido de CD4 de VIH-1. Un ejemplo de un poliaminoacido de CD4 de VIH-1
es el polipéptido FLSC de CD4 de VIH-1. (Fouts et al, "Expression and characterization of a single-chain polypeptide
analogue of the human immunodeficiency virus type 1 gpl120-CD4 receptor complex" J. Virol. 74: 11427-11436
(2000)). Un ejemplo de otro antigeno preferido deriva de las proteinas E6 y E7 del virus del papiloma humano (VPH),
en particular de VPH-16.

Los antigenos para su uso en la presente invencidon también pueden derivar de alérgenos. La mayoria de los
alérgenos son proteinas pequefias o sustancias unidas a proteinas que son capaces de producir hipersensibilidad.
Los ejemplos de alérgenos incluyen caspa de animales; plantas, por ejemplo, ballico, artemisa, fleo de los prados,
abedul, etc.; productos de insectos, p. €j., veneno, acaros del polvo, etc.; alimentos; albumina de huevo; y varias
otras fuentes ambientales.

Los antigenos también incluyen poliaminoacidos nativos del mamifero que esta siendo tratado. Dichos auto-
poliaminoacidos incluyen, por ejemplo, antigenos asociados a tumores. Los ejemplos de tales antigenos incluyen
proteinas derivadas de factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento y proteinas codificadas por
oncogenes. Los ejemplos de receptores de factores de crecimiento incluyen receptores de EGF (HER1, HER2,
HER3 y HER4), incluyendo la proteina Neu asociada con tumores de mama, y el factor de crecimiento de
transferrina, es decir, p97. Los ejemplos de proteinas codificadas por oncogenes incluyen antigenos tumorales
oncofetales, p. ej., alfa-fetoproteina y antigeno carcinoembrionario. Los antigenos oncofetales asociados con
melanoma incluyen MACE-1, MAGE-3, BAGE, GAGE-1, y GAGE-2.

Ademas, se pueden utilizar células tumorales lisadas completas produciendo de este modo vacunas que
comprenden una coleccién de antigenos. Los ejemplos incluyen células lisadas de las lineas celulares de melanoma
humanas y de las lineas celulares de préstata humanas. Las células completas pueden derivarse del sujeto
mamifero a tratar, o pueden derivarse de otro sujeto.
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Para los fines de esta memoria descriptiva, el radical antigénico también incluye moléculas de &cido nucleico que
codifican un antigeno. La molécula de acido nucleico esta preferiblemente en la forma de un vector de expresién
recombinante, tal como, por ejemplo, un plasmido purificado. Después de la administracion del vector de expresion a
una célula de mamifero, el antigeno es expresado intracelularmente.

Los vectores recombinantes también pueden contener una secuencia de nucleétidos que codifica elementos
reguladores adecuados con el fin de efectuar la expresién del constructo vector en una célula anfitriona adecuada.
Los expertos en la técnica apreciaran que una variedad de potenciadores y promotores son adecuados para su uso
en los constructos de la invencién, y que los constructos contendran secuencias de inicio, terminacién y control
necesarias para la transcripcién y el procesamiento adecuados de la secuencia de &cido nucleico que codifica un
antigeno cuando el constructo vector recombinante es introducido en un sujeto.

El radical antigénico y Ov-ASP pueden estar ambos en forma de proteina, o pueden estar ambos en forma de acido
nucleico. Si el radical antigénico y Ov-ASP son ambos acidos nucleicos, ambos pueden estar en el mismo vector, o
en diferentes vectores. Alternativamente, el radical antigénico puede ser un antigeno de proteina y Ov-ASP puede
estar en forma de acido nucleico; o el radical antigénico puede estar en forma de acido nucleico y Ov-ASP puede ser
una proteina.

Métodos para potenciar respuestas inmunitarias especificas

La presente invencion incluye métodos para potenciar una respuesta inmunitaria especifica a un antigeno en un
mamifero que lo necesite. Los métodos comprenden administrar al mamifero una cantidad eficaz de Ov-ASP, o al
menos una subunidad de la misma; y un radical antigénico. Ov-ASP, sus subunidades, y los radicales antigénicos
adecuados para su uso en los métodos de la invencién se han descrito anteriormente.

Ov-ASP, o sus subunidades; y los radicales antigénicos se pueden administrar simultdneamente por separado, 0
como una composicién de vacuna o composicion inmunogénica, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente.

Las respuestas inmunitarias especificas incluyen respuestas humorales y mediadas por células. Las respuestas
humorales estan mediadas por linfocitos B. Las respuestas mediadas por células incluyen la activacion de las
células T, incluyendo las células Thl, Th2 y Tc.

Ov-ASP puede potenciar las respuestas tanto humoral como mediada por células, incluyendo las respuestas Thl y
Th2. Ov-ASP es particularmente eficaz en la potenciacién de las respuestas Thl, que a su vez potencian las
respuestas Tc. La potenciacion de las respuestas Thl es particularmente eficaz para antigenos asociados a tumores
ya gue la mayoria de tales antigenos son capaces de inducir solamente respuestas de células T transitorias, de baja
frecuencia, de baja avidez, que estan sesgadas hacia células de tipo Th2.

Una cantidad eficaz de Ov-ASP es una cantidad que potencia una respuesta inmunitaria especifica en un mamifero.
Una potenciacion de una respuesta inmunitaria especifica es un aumento en la magnitud de la respuesta
inmunitaria. La cantidad minima de Ov-ASP es la cantidad mas baja que potencia una respuesta inmunitaria
especifica en el sujeto mamifero. La cantidad maxima de Ov-ASP es la cantidad mas alta que no causa efectos
secundarios indeseables o intolerables en el sujeto mamifero.

La potenciacion de una respuesta humoral puede ser determinada por la medicion de la producciéon de anticuerpos
especificos contra el antigeno. Por ejemplo, se pueden tomar alicuotas de suero de un sujeto mamifero y se pueden
someter a ensayo los titulos de anticuerpo durante el curso de un programa de inmunizacion. Del mismo modo, se
pueden verificar la presencia de células T, sus mecanismos efectores y/o sus productos de citoquinas. Por ejemplo,
la potenciacion de la respuesta Thl se puede determinar midiendo el nivel de citoquinas IFN-gamma. La
potenciacion de la respuesta Th2 se puede determinar mediante la medicion de los niveles de citoquinas IL-4 e IL-5.
Ademas, se pueden verificar las condiciones clinicas del sujeto mamifero para determinar el efecto deseado, p. €j.,
una inhibicién o prevencién o tratamiento de un proceso de enfermedad.

La magnitud de una respuesta inmunitaria especifica se manifiesta por el titulo de anticuerpos producido, la duracion
de la respuesta, y/o la calidad de la respuesta. La magnitud de la respuesta inmunitaria provocada por un radical
antigénico administrado junto con Ov-ASP es mayor que la respuesta inmunitaria provocada por el radical antigénico
administrado solo.

La prevencion de una enfermedad significa que o bien el mamifero no adquiere los sintomas de una enfermedad, o
bien que el mamifero adquiere menos sintomas o sintomas menos graves que los que el mamifero adquiriria de otra
manera sin la composicién de vacuna. El tratamiento de una enfermedad significa que el mamifero deja de sufrir de
los sintomas de la enfermedad, o que la gravedad del sufrimiento se alivia al menos parcialmente.

Los ejemplos de las enfermedades infecciosas para las que los métodos de la invencién son eficaces son aquellas
enfermedades causadas por los microorganismos mencionados anteriormente. Los ejemplos de las enfermedades
para las que los métodos de la invencion son particularmente eficaces incluyen SARS y VIH.

Los ejemplos de las enfermedades asociadas a tumores que los métodos de la invencién pueden tratar y/o prevenir
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incluyen cénceres de cavidad oral y faringe (es decir, lengua, boca, faringe), sistema digestivo (p. €j., esofago,
estdmago, intestino delgado, colon, recto, ano, higado, vesicula biliar, pancreas), sistema respiratorio (p. €j., laringe,
pulmdn), huesos, articulaciones, tejidos blandos, piel, melanoma, mama, érganos reproductores (p. €j., Cérvix,
endometrio, ovario, préstata, testiculos), sistema urinario (p. ej., vejiga urinaria, rifién, uréter y otros érganos
urinarios), ojo, cerebro, sistema endocrino (p. €j., tiroides y otro érgano endocrino), linfoma (p. €j., enfermedad de
Hodgkin, linfoma no Hodgkin), mieloma mudltiple, leucemia (p. €j., leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica
crénica, leucemia mieloide aguda, leucemia mieloide crénica).

Los parametros de vacunacién o administracién de un antigeno concreto, p. €j., la cantidad de Ov-ASP que se
afade al antigeno concreto, el programa de dosificacion, etc., pueden ser determinados mediante experimentacion
rutinaria. Por ejemplo, la cantidad total de una composicion de vacuna o composicion inmunogénica y las cantidades
relativas de un antigeno y Ov-ASP dentro de una composicidon se pueden determinar sometiendo a ensayo las
composiciones en sujetos mamiferos. A un sujeto mamifero se le puede administrar inicialmente una dosis baja de la
composicion y a continuacion, la dosis y/o se pueden variar las cantidades relativas del coadyuvante de proteina y el
antigeno durante el seguimiento de la respuesta inmunitaria.

Si se logran una vacunacion o una respuesta inmunitaria inadecuadas, en ese caso, los parametros de vacunacion o
de administracién pueden ser modificados de una manera esperada para potenciar la respuesta inmunitaria, por
ejemplo, mediante el aumento de la cantidad de antigeno y/o de Ov-ASP, formando complejos de antigeno con un
portador, conjugando el antigeno con una proteina inmunogénica, o variando la ruta de administraciéon, como es
conocido en la técnica.

Métodos para estimular una respuesta celular con la secrecién de citoquinas

Otra realizacion de la presente invencion incluye un método para estimular una respuesta celular con la secrecion de
citoquinas en un mamifero que lo necesite. El método comprende administrar al mamifero una cantidad eficaz de
Ov-ASP, 0 al menos una subunidad de Ov-ASP. Ov-ASP se puede administrar en forma de una composicién
farmacéutica.

La respuesta celular es estimulada en los mamiferos hayan o no hayan sido expuestos previamente al parasito del
cual deriva Ov-ASP. Este descubrimiento inesperado demuestra que la estimulaciéon de una respuesta celular por
Ov-ASP no es una respuesta inmunitaria adaptativa (es decir, no es manifestada por la memoria inmunoldgica). En
su lugar, la respuesta celular es debida a la estimulacion de la respuesta inmunitaria innata.

Una cantidad eficaz de Ov-ASP es cualquier cantidad que regula al alza los aspectos de infeccion-aclarado de la
respuesta inmunitaria innata. La regulacién al alza de los aspectos de infeccion-aclarado de la respuesta inmunitaria
innata incluye la induccion de la respuesta inflamatoria, la regulacion de la hematopoyesis, el control de la
proliferacién y la diferenciacion celular y la cicatrizacion de heridas. La cantidad minima de Ov-ASP es cualquier
cantidad que regule al alza estos procesos. La cantidad maxima de Ov-ASP es una cantidad que no causa efectos
proinflamatorios excesivos.

La administracion de Ov-ASP se puede efectuar mediante la administracién de la propia proteina, o mediante la
introduccion de un acido nucleico que codifica la proteina de una manera que permita la expresion de la proteina,
como se ha descrito anteriormente.

La cantidad concreta de Ov-ASP administrada depende del mamifero sujeto que se vaya a tratar, la ruta de
administracion, y la patologia para la que esta siendo tratado el mamifero. Por ejemplo, Ov-ASP podria inyectarse en
un tumor o aplicarse al sitio de una infeccion por el virus del herpes para estimular respuestas celulares citotdxicas
que disminuyan el tumor o ayuden a eliminar la infeccion viral.

Ov-ASP estimula células Thl, Th2, y Th reguladoras a través de respuestas celulares IL-10. Sin embargo, la
proteina estimula predominantemente respuestas Thl.

Las respuestas Thl son especialmente eficaces para la induccion de respuestas antitumorales. Por ejemplo, las
respuestas Th2 polarizadas son provocadas en pacientes con cancer activo. Se ha encontrado que la terapia
satisfactoria en algunos pacientes con cancer estd acompafiada de un desplazamiento de una polarizacion Th2 a
una polarizacion Thl. Ademas, dado que los alérgenos inducen respuestas Th2, la administracion de Ov-ASP se
puede utilizar para inhibir las respuestas alérgicas sesgando las respuestas hacia Th1.

Las citoquinas que son estimuladas por Ov-ASP incluyen interferén-gamma (IFN-y), factor estimulador de colonias
de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), factor de crecimiento tumoral-beta
(TGF-B), interleuquina-10 (IL-10), o combinaciones de los mismos.

Métodos de vacunacion o generacion de una respuesta inmunitaria contra la oncocercosis

Otra realizacion de la presente invencion incluye un método de vacunacién o generacion de una respuesta
inmunitaria contra la oncocercosis en un mamifero. EI método comprende administrar a un mamifero, que lo
necesite, una cantidad eficaz de Ov-ASP, o fragmentos inmunogénicos de Ov-ASP. Ov-ASP se puede administrar tal
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cual o con un coadyuvante.

La oncocercosis 0 ceguera de los rios, se produce principalmente como resultado de una respuesta inflamatoria del
anfitrion a la infeccion por el nematodo filarial Onchocerca volvulus. Transmitida por la picadura de la mosca negra
de la familia Simuliidae, el parasito invade la piel, tejidos subcutaneos, y otros tejidos, produciendo nédulos fibrosos.
La respuesta inflamatoria del anfitrién a la infeccion con Onchocerca volvulus puede manifestarse en enfermedades
cutaneas y lesiones oculares cronicas.

Una cantidad eficaz de Ov-ASP es una cantidad que previene o inhibe la Oncocercosis. Para este proposito, es
necesario que la proteina produzca anticuerpos citofilicos. Los anticuerpos citofilicos son anticuerpos que en
asociacion con las células efectoras tales como neutréfilos, macroéfagos y/o eosindfilos, por ejemplo, pueden inhibir
significativamente el crecimiento de y/o destruir el parasito. El crecimiento es inhibido significativamente si la
inhibicion es suficiente para prevenir o reducir los sintomas de la enfermedad en un mamifero infectado.

La administracion de Ov-ASP puede efectuarse mediante la administracion de la propia proteina, o0 mediante la
introduccion de un acido nucleico que codifica la proteina de una manera que permita la expresion de la proteina,
como se ha descrito anteriormente.

Métodos generales

Un mamifero que puede beneficiarse de los métodos de la presente invencién puede ser cualquier mamifero. Las
categorias de mamiferos incluyen seres humanos, primates no humanos, ganado, mamiferos domésticos,
mamiferos de laboratorio, etc. Algunos ejemplos de ganado incluyen vacas, cerdos, caballos, cabras, ganado
vacuno, etc. Algunos ejemplos de los mamiferos domésticos incluyen perros, gatos, etc. Algunos ejemplos de
mamiferos de laboratorio incluyen ratas, ratones, conejos, cobayas, etc.

Los mamiferos que necesitan los métodos de esta invencion incluyen mamiferos en los que se desea la prevencion
o el tratamiento de una enfermedad. La enfermedad puede ser una enfermedad infecciosa; una alergia; una
enfermedad asociada a tumores, tal como el cancer; y/o una enfermedad autoinmunitaria.

Las composiciones farmacéuticas y vacunas de la presente invencién se pueden administrar mediante cualquier
medio siempre y cuando la administracion de como resultado la respuesta inmunitaria deseada. Preferiblemente, las
composiciones se administran por via intramuscular, subcutanea, transdérmica, intranasal, transmucosa, intraocular,
intraperitoneal, oral o intravenosa. Otras rutas adecuadas de administracion incluyen por inhalacion, por via
intratraqueal, vaginal, rectal, e intraintestinal.

Los medios de administracion de las composiciones incluyen, pero no se limitan a, inyeccién con aguja, infusion con
catéter, inyectores biolisticos, aceleradores de particulas (es decir, "pistolas génicas" o inyectores neumaticos "sin
aguja" - por ejemplo, Med-E-Jet (Vahlsing, H., et al., J. Immunol. Methods 171,11-22 (1994)), Pigjet (Schrijver, R., et
al., Vaccine 15, 1908/16 (1997)), Biojector (Davis, H., et al., Vaccine 12, 1503-1509 (1994)); Gramzinski, R., et al.,
Mol. Med. 4, 109-118 (1998)), AdvantaJet, Medijector, depdsitos de esponja de espuma de gel, otros materiales de
depdsito disponibles en el mercado (p. €j., hidrogeles), bombas osméticas (p. ej., minibombas Alza), formulaciones
farmacéuticas sdlidas (comprimidos o pildoras) orales o para supositorio, cremas para la piel de uso topico, y
decantacion, uso de sutura recubierta de polinucleétido (Qin et al., Life Sciences 65, 2193-2203 (1999)) o
aplicaciones topicas durante la cirugia.

Las composiciones farmacéuticas y de vacuna de la presente invencion se pueden formular de acuerdo con
métodos conocidos. Por ejemplo, las composiciones pueden comprender un portador adecuado. Los portadores
adecuados incluyen cualquiera de los portadores farmacéuticamente aceptables convencionales, tales como agua,
solucion salina tamponada con fosfato, e hidréxido de aluminio, particulas de latex, bentonita, liposomas y
microparticulas. Los portadores adecuados se describen, por ejemplo, en Remington Pharmaceutical Sciences, 16a
edicion, Osol A., ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa. (1980), y Remington Pharmaceutical Sciences, 19 edicion,
AR Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa. (1.995). La composicion farmacéutica se puede formular como
una emulsién, gel, solucion, suspension, forma liofilizada, o cualquier otra forma conocida en la técnica.

Las composiciones de vacuna o composiciones inmunogénicas de la presente invencion pueden comprender
coadyuvantes. En la realizacion en donde Ov-ASP se utiliza como un coadyuvante, se pueden incluir otros
coadyuvantes adicionales. Los ejemplos de los coadyuvantes incluyen muramilpéptidos y analogos; linfoquinas,
tales como interferén, interleuquina-1 e interleuquina-6; saponinas, fracciones de saponinas; componentes
sintetizados de saponinas; polioles plurdnicos; dimicolato de trehalosa; compuestos que contienen amina;
citoquinas; y derivados de lipopolisacaridos.

Ademas, la vacuna y la composicion farmacéutica también pueden contener aditivos farmacéuticamente aceptables,
incluyendo, por ejemplo, diluyentes, aglutinantes, estabilizantes, y conservantes.

Las composiciones de vacuna y farmacéuticas también pueden comprender ingredientes terapéuticos. Por ejemplo,
las formulaciones adecuadas para inyeccién o infusion incluyen soluciones inyectables estériles acuosas y no
acuosas que pueden contener opcionalmente antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que vuelven las
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formulaciones isotdnicas con la sangre del receptor pretendido, y suspensiones estériles acuosas y no acuosas, que
pueden incluir agentes suspensores y agentes espesantes.

Las composiciones de vacuna y farmacéuticas se pueden presentar en recipientes de dosis unitaria o de multiples
dosis, por ejemplo, ampollas y viales sellados, y se pueden almacenarse en una condicién secada por congelacién
(liofilizada) que requiere soélo la adicion del portador liquido estéril, por ejemplo, agua para inyectables,
inmediatamente antes de su uso.

La invencion se comprendera mas completamente a la luz de los siguientes ejemplos.
Ejemplos

Los ejemplos demuestran que rOv-ASP-1 actlla como un potente inmunoestimulador, asi como un coadyuvante. Los
ejemplos también demuestran que rOv-ASP-1 es un potente estimulador de la secrecion de citoquinas en los seres
humanos, hayan sido expuestos o no al parasito del que se clon6 la proteina. Se ha demostrado que las
propiedades coadyuvantes de rOv-ASP-1 en ratones y la actividad inmunoestimuladora en los leucocitos humanos
no es debida a los lipopolisacéaridos bacterianos (LPS) contaminantes, también conocidos como endotoxinas.

Ejemplo 1
Respuestas de citoquinas humanas a rOv-ASP-1.

Se llevaron a cabo experimentos que investigaban las respuestas inmunitarias a rOv-ASP-1 en seres humanos que
viven en zonas endémicas de Africa para Onchocerca volvulus. Durante estos estudios, se observé que la proteina
recombinante estimulaba respuestas de citoquinas potentes en sujetos de control que residian en el area
metropolitana de Nueva York y que nunca fueron expuestos al parasito (Figura 1). La proteina recombinante
estimulé la produccién significativa (P <0,05) de citoquinas de tipo Thl (es decir IFN-y, GM-CSF y TNF-a), y una
citoquina de células T Th2/reguladora (IL-10).

Una preocupacion era que el LPS (endotoxina) residual derivado de la bacteria E. coli en la que se cloné rOv-ASP-1
podria estar contribuyendo al efecto estimulador de citoquinas. A pesar de que la concentracion éptima inductora de
citoquinas de Ov-ASP-1 (5 pg/ml) dio negativo para la actividad de LPS en el ensayo del producto lisado de
amebocitos de Limulus (LAL) (Sigma, St. Louis, MO), se tomaron nuevas medidas para garantizar que los resultados
no se debian a ningun LPS residual en la preparacion de antigeno. Los datos presentados en la Figura 2 muestran
que la bioactividad de rOv-ASP-1 no era debida a ninguna posible contaminacion por LPS ya que la produccion de
citoquinas por PBMC humana no se vio afectada por la presencia de polimixina B (Sigma), un inhibidor de la
actividad de LPS.

Unién de rOv-ASP-1 a células mononucleares de sangre periférica humana.

Las células en las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) que se unian a la proteina recombinante se
identificaron utilizando rOv-ASP-1 marcada con biotina. Como se muestra en la Tabla 1, rOv-ASP-1 se uni6 a la
mayoria de las células B y monocitos (> 94,5%). Ademas, 14,5% de las células T CD8 + y 28,7% de las células NK
se unieron a la proteina. Las células T CD8+ y las células NK son las fuentes probables de la secrecion de IFN-y
inducida por rOv-ASP-1.

Poblacién celular CD marcador % de células positivas para rOv-ASP-1
Donante Num. 1 Donante Num. 2 Promedio
Células T CD4 3,8 2,3 3,0
Células T CD8 16,7 12,4 14,5
Células B CD19 96,1 93,0 94,5
Células NK CD56 30,9 26,5 28,7
monocitos CD14 98,6 97,9 98,3

Tabla 1. Andlisis FACS de la unién de rOv-ASP-1 biotinilado marcado con FITC a subconjuntos de leucocitos

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 549 669 T3

humanos en PBMC. Las muestras 1 y 2 se obtuvieron de donantes separados y se contaron 10.000 eventos. Los
valores representan el % de células totales seleccionadas para un marcador CD concreto que también se unia a
FITCbiotina-rOv-ASP-1.

Anticuerpos de ratén y respuestas de citoquinas a rOv-ASP-1.

Si bien se llevaron a cabo experimentos disefiados para evaluar rOv-ASP-1 como un posible candidato a vacuna
contra la oncocercosis en seres humanos, los ratones Balbc/cByJ fueron vacunados con la proteina recombinante
sola 0 con coadyuvantes. Se midieron los isotipos IgG1 e IgG2a que estan asociadas con respuestas de células T
coadyuvantes Thl y Th2, respectivamente, en ratones. En términos generales, las respuestas inmunitarias Th2 son
activas contra patégenos extracelulares en los fluidos de los tejidos y las respuestas Th1l son mas eficaces contra los
patégenos que infectan células.

Incluso sin coadyuvantes, rOv-ASP-1 fue capaz de estimular altos titulos de anticuerpos contra si misma en ratones
vacunados (Tabla 2). La proteina estimula anticuerpos tanto Th2 (IgG1) como Thl (IgG2a), con un ligero predominio
de Thl.

Se obtuvieron de estos ratones células de bazo para evaluar las respuestas celulares inducidas por rOv-ASP-1 a la
proteina. Las células del bazo se cultivaron y se re-estimularon in vitro con rOv-ASP-1. Se midio el interferén gamma
(IFN-y) como un marcador para una respuesta Thl. La interleuquina-5 (IL-5) se midi6é para indicar la actividad Th2.
La IL-10 se midié como un producto de células T Th2 y/o regulador. La proteina recombinante estimula altos niveles
de secrecion de IFN-y a partir de células de bazo obtenidas de ratones a los que se habia inyectado PBS o rOv-
ASP-1 (Figura 3), lo que implica la induccién directa de estas citoquinas in vitro. También se produjo una liberacion
similar no especifica de antigeno de IL-10. En contraste, IL-5 fue producida solamente por células de bazo de los
ratones previamente expuestos a rOv-ASP-1, en particular por el grupo que recibié 2,5 ug de rOv-ASP-1, lo que
indica especificidad de antigeno de la respuesta de IL-5.

IgG1 IgG2a
PBS 0 0
rOv-ASP-1 en PBS 293.000 656.000

Tabla 2. Titulos de punto final reciprocos de anticuerpos 1gG1 e IgG2a contra rOv-ASP-1 en ratones vacunados con
la proteina en PBS o PBS solo. Los titulos se obtuvieron utilizando muestras de suero reunidas (6 ratones por

grupo).
Estudios con coadyuvante en ratones.

Puesto que rOv-ASP-1 fue capaz de estimular respuestas de anticuerpos de alto titulo contra ella misma sin
coadyuvante afadido, se investigo la cuestion de si la proteina podria actuar como un coadyuvante para respuestas
de anticuerpos contra proteinas no relacionadas. La albumina de huevo de pollo, también conocida como
ovoalbumina (OVA), se utiliz6 como un modelo de antigeno que no estimula respuestas de anticuerpos apreciables
cuando se inyecta en ratones sin coadyuvantes. La OVA se mezclé con los coadyuvantes preparados
comercialmente, alumbre (Sigma) o MPL + TDM (Sigma) o con el coadyuvante de ensayo, rOv-ASP-1. A cinco
grupos de ratones se les inyectaron por via subcutanea los coadyuvantes preparados comercialmente o, para fines
de control, OVA o los coadyuvantes solos.

Cada animal recibié 50 pug de OVA por inmunizacion. La OVA y rOv-ASP-1 se diluyeron en solucion salina estéril,
libre de LPS tamponada con fosfato (PBS).

Los ratones recibieron una inmunizacion de refuerzo después de 14 dias. Diez dias mas tarde, el suero se recogio
de los ratones. Las cantidades de anticuerpos IgG en el suero se cuantificaron mediante ELISA.

Cuando rOv -ASP-1 se utiliz6 a 25 pg/ratén, la proteina (Figura 4, cuadrados de color negro) superé en potencia a
los coadyuvantes de alumbre y MPL + TDM preparados comercialmente. El titulo de punto final de IgG1 anti-OVA
utilizando rOv-ASP-1 como coadyuvante a 25 ug/ratén fue de 102.400. Los titulos obtenidos utilizando coadyuvantes
de MPL + TDM o alumbre fueron de 18.000 y 15.000, respectivamente. A la concentracion mas baja de rOv-ASP-1
(2,5 ug), el titulo antiOVA fue de 8.000. Los titulos de IgG2a fueron considerablemente inferiores a los de IgG1 y solo
la rOv-ASP-1 a 25 pg indujo un titulo anti-OVA apreciable (25.600).

Para excluir cualquier posibilidad de LPS residuales en rOv-ASP-1 que contribuyeran a sus efectos coadyuvantes,
los LPS fueron retirados de la solucion de partida concentrada (2,5 mg/ml) de rOv-ASP-1 utilizando un sistema
Detoxi-gelm (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Se compar6 la adyuvancia de diluciones de trabajo de lotes libres
de LPS y que contenian LPS de rOv-ASP-1. En la Figura 5, los cuadrados abiertos muestran que la rOv-ASP-1 libre
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de LPS obtuvo mejores resultados que la misma proteina preparada a partir de la provision de partida que contenia
LPS (Figura 5, circulos sélidos) al aumentar las respuestas de anticuerpos a OVA en ratones inmunizados. El titulo
de anticuerpo de punto final no se obtuvo, pero las diferencias son claras, especialmente con el isotipo IgG2a. Por lo
tanto, los LPS como factor que contribuye a las propiedades coadyuvantes de la proteina Ov-ASP-1 recombinante
fueron descartados.

Las respuestas celulares al antigeno inmunizante, OVA, se evaluaron mediante la medicion de la secrecion de
citoquinas por las células de bazo de los grupos de ratones representados en la Figura 4 y estos resultados se
muestra en la Figura 6.

La produccién de IFN-y especifica de OVA se observo sélo en ratones que recibieron el coadyuvante de ensayo de
rOv-ASP-1 a ambas concentraciones y también el coadyuvante MPL + TDM. IL-5 fue inducida en respuesta a OVA
solamente con alumbre como coadyuvante y la liberacion de IL-10 se estimulé utilizando solo los coadyuvantes
comerciales pero no el coadyuvante de ensayo. La carencia de IL-5 e IL-10 sugiere un sesgo predominantemente
Thl a la respuesta inmunitaria antiOVA guiada por la rOv-ASP-1.

Ejemplo 2
Evaluacion de la capacidad coadyuvante de rOv-ASP-1 para los antigenos de patégenos

La proteina rOv-ASP-1 se someti6 a ensayo para determinar si la proteina tenia una potencia coadyuvante similar
para antigenos derivados de patdgenos humanos, a saber, SARS-CoV y VIH-1.

Se inmunizaron ratones Balbc/cByJ utilizando el mismo lote de rOv-ASP-1 negativa para LPS como se muestra en el
Ejemplo 1, pero mezclada con 50 pg de péptido CP-1 de SARS-CoV (SC-1) o polipéptido FLSC (FLSC) de CD4 de
VIH-1 en lugar de OVA. A todos los ratones inmunizados se les proporcionaron 2 refuerzos en este momento para
optimizar la respuesta, es decir, un total de 3 inyecciones de SC-1 o FLSC con rOv-ASP-1 como coadyuvante de
ensayo o MPL + TDM como control.

Utilizando OVA como antigeno de control, los titulos de punto final fueron aproximadamente 2.096.000 y 1.024.000
cuando r-Ov-ASP-1 y MPL + TDM fueron utilizados como coadyuvantes, respectivamente. Estos titulos totales de
IgG fueron aproximadamente 10 veces mayores que en el Ejemplo 1, lo que sugiere que un refuerzo adicional
mejora significativamente la produccion de anticuerpos. La capacidad coadyuvante de rOv-ASP-1 para el péptido
SC-1 superé la de MPL + TDM a juzgar por los titulos de IgG de punto final de 256.000 vs. 64.000, respectivamente
(Figura 7). Los titulos de IgG de punto final anti-FLSC alcanzados con los dos coadyuvantes fueron equivalentes
(aproximadamente 1.024.000; Figura 8).

Las respuestas de isotipo 1gG contra el péptido SC-1 y el polipéptido FLSC se resumen en la Tabla 1. La proteina
rOv-ASP-1 estimulé titulos mas altos de 1gG1, IgG2a e IgG2b que MPL + TDM. Los titulos de IgG3 fueron
igualmente bajos con los dos coadyuvantes. Los titulos de IgGl contra el polipéptido FLSC fueron
considerablemente inferiores a los del péptido SC-1. MPL + TDM indujeron un mayor titulo de IgG2b contra FLSC
gue rOv-ASP-1, mientras que los titulos de IgG1 e IgG3 fueron los mismos utilizando ambos coadyuvantes.

Las diferencias mas notables entre las respuestas inducidas por rOv-ASP-1 y MPL + TDM fueron la carencia de una
respuesta 1gG2a (Thl) contra SC-1 utilizando MPL + TDM, y la respuesta de IgG2a cuatro veces superior contra
FLSC coadyuvada por rOv-ASP-1 en comparacion con MPL + TDM. En contraste con los antigenos SC-1 y FLSC,
los anticuerpos 1gG2b e IgG3 para OVA no fueron detectables utilizando coadyuvantes rOv-ASP-1 o MPL + TDM
(datos no mostrados).

Cada modelo de antigeno tenia un comportamiento diferente dependiendo del antigeno, pero la respuesta Thl
(IlgG2a) fue siempre mayor cuando se utilizé rOv-ASP-1 como coadyuvante. Con FLSC como inmundgeno, se
produjo un desplazamiento en los anticuerpos 1gG2a e 1gG2b entre coadyuvantes ASP-1 y Ribi. ASP-1 favorecio
IgG2a y Ribi potencié 1gG2b. No se detectdé IgE utilizando rOv-ASP-1 como coadyuvante. IgM e IgA no se
sometieron a ensayo.

Anti-FLSC Anti-SC-1
Coadyuvantes Coadyuvantes
Isotipos de IgG rOv-ASP-1 MPL + TDM rOv-ASP-1 MPL + TDM
1gG1 3.600 3.600 115.200 14.400
1gG2a 28.800 7.200 7.200 0

12



ES 2 549 669 T3

Anti-FLSC Anti-SC-1
Coadyuvantes Coadyuvantes
Isotipos de IgG rOv-ASP-1 MPL + TDM rOv-ASP-1 MPL + TDM
1gG2b 3.200 25.600 1.067 334
1gG3 6.400 6.400 320 320

Tabla 3: Titulos de punto final reciprocos de isotipos 1gG de raton contra antigenos FLSC o CP-1 formulados ya sea
con coadyuvante de ensayo rOv-ASP-1 o el coadyuvante MPL + TDM. rOv-ASP-1 indujo anticuerpos IlgG2a mucho

mas altos (Th1) contra ambos antigenos y sesg6 IgG1 (Th2) hacia el péptido SC-1.

13



10

15

20

ES 2 549 669 T3

<160> NUMERO DE SECUENCIA ID NOS: 3

<210>SECIDNO 1

<211> LONGITUD: 223

<212> TIPO: PRT
<213> ORGANISMO: Onchocerca volvulus

<400> SECUENCIA: 1

Met
1

Tyr

Val

Lys

Leu

65

Gln

Glu

Lys

Lys

Gly

145

Lys

Ile

Ile

Cys

Ile Leu Phe

Asn.

Gly

Asn
50

‘A_rg

Cys
;P.xs n
Thr
Leuw
130

Gln

Ile

Va.lr

Tyx

Iyr
21¢

Cys
Gln
35
Arg
Trp
Ile
Val
Ala
115
Tyr
Gly

Gly .

Ile

Pro
24Q,

Asn

Asn

asp

Phe
Tyr
100
Gly
Glu
val

Cys

cye

180

Glnl
195

Thr

Arg

Lys

<210> SECID NO 2
<211>.LONGITUD: 253
<212> TIPO: PRT
<213> ORGANISMO: Onchocerca volvulus

Ile
Gly
hen
Gly
Cys
Gly
85
Ala
Thr
nsn
Leu
Gly
165
His
Gly

Lvye

<400> SECUENCIA: 2

Ile

Gly

Lys

Thr

Lys
70

His.

Tyr
Asp
Asn

Hie
150

Vel

Tyxr

Asn

Cys

Phe

Lys

Tyr

Tyr

35

Leu

Ser

Trp

‘Ala

Pro
135
The
hla

Ser

Pro

‘Leu

215

Pro

Leu

Arg

40

Met

Glu

Pro

Ser

Gly
120

ser

Thr

Thr.

Pro

Cys
200

Ser

Ala

Thr

Ser-

Pro

Ser

Arg

Ser

105

Lys

Asn

Gln

Gln

Gly

185

ABT

Lys

Ile
10

Alg'

ASp

Arg

Ser

Gln
90

vVal
Ser
Asn
Met
cys
170
Gly

Pro

Ser

Val
Leu
Leu
Gly
Ala
75

Gln
Ser
Trp
Met
Ala
155
Asp
Asn

Cys

Gly

14

Val
Glu
Iie
Lys
60

Gln
Arg
Val

Trp

Thr
140

‘Trp

ely

Met

Lys

Leu
220

LISTA DE SECUENCIAS

Ala val

Arg Lys
30

Aen Gly
45

Asn Met
Arg Trp

Glu Gly

Glu Gly
110

Ser Glu

125

Trp Lys
Gly Lys
Gly Axg

val Gly
180

Val Asp
205

Cys Arg

Thr
15

Lvs
Lys
Leu

Ala

Val

95

Leu
Leu
val
'fhr
Thr
175
Glua

Lys

Lys

Gly
Ile
Leu

Glu- _
Aén_

80

Gly '

‘Lys

Pra .
Ala
Tyr
160
Leu

val

AeD



Met

Tyr

val
Lys
Met
65
Gln
- Glu
Thx

Arg

Asn
145

Lys
Val
Ile
Aré
Leu
225

Lys

Ile

As.p

Asn
50

Lys

Cys -

'Asn
Ser

Ser

Lew Phe Leu Ile

5
Tyr Arg Gly
20

Cys

Glu
35

Asn Arg

Ser Ala Gly Lys

Cys Glu
70

i‘rp Asp

Val Gly Asn

8BS

Ser

Tyr Thr Gln
100

,{7&.1

:C-'.vly Ile
115

Met Ile

Iyr Lys Asn Asn

130

val
Ala
Tyr
Lys
210

Ile

Leu

f_-':—ly Val Ser Asn

150

Gly Ile
165

Gly Cys

Val Cys Gln

180

Tyr

Glu Lys
195 )

Gly Arg

Cys Cys Lys Aryg

Phe Gly Phe

Ile

Lys Lys
: 245

<210>SECID NO 3

<211> LONGITUD: 220
<212> TIPO: PRT

Phe
Lys
Len
Trp
55

Leu
Ser
Arg

Ala

Pro

£ 135

Phe

Ala.
A.sn
PIQ
Tle
215

Mel-

Ile

ES 2 549 669 T3

Pra
Leu
Arg
40

Met
¢lua
Pro
Ser

Leu
120

Ser:

Th,r.

Thr
Proc
Cys
200
Trp
His

Ile

Thr
25

Ser
Pro
Leu
Lys
Asp

105

Glu

Asn

Gln

His-

170

Gly
185
Lys
Ile

Pro

Lys

Ile
10

Pro
Lys
Lys
Met
Asp
20

Thr
Ser

Lys

Leu

Cys
Gly
Thr
Val
Tyxr

Eyx
250

Ite Val Ala Val

Glu
30

Glr_x‘ Tyr Arg

Leu Lys Gly

Ala
’ 45

Lys Ash.‘

Gly
) 640
Ala
75

Gln Arg Trp

Arg'Afg Gly Arg

val
110

Ser Val Ala

Val
125

Trp Trp

Ser Ile

Tyr

Ala Gly Lys

155

Asp Gly Gly Lys

Thr Met Gly
130

AEn

ABp -
205

Asp Arg Cys

Gln Ile Gly Phe

220

Ile
235

Tyr Phe Ser

Glu Tyr Ile

Met

Glu

<213> ORGANISMO: Onchocerca volvulus

<400> SECUENCIA: 3

15

Thr
15

Lys
Thr
Met
hla
Ile
g5

Tyxr
Leu

val

-Thr

Ala
175

Glu

Ser

Leu

Ala-

Gly
‘Ile.
TYr
Glu
Asp
1
Gly
Gly
Thr'
Ala ‘

Tyr
160

Phe
Ser

Ser

Lys
240



Met
His
Tyr
‘Aia
Met
65
Gln

Glu

Thr

Ser
145

Lys

Ile

JIle_

Lys

Ile

ABD

Asp

Asn

50

Glu

Cys

Asn

Ser

Ser
130

Gln &

Val

Val

Tyr

Lys

- 210

Leu

Cys

Glu

' 35

Lys
Trp
Lle
I;e
Ala

115

Tyr

Gly

val

Phe

Il

His
20

His
ASp
hsp
Phe
Tyr
100

Ale

Cys

Cys

180

Glu
195

Cys

Gln

Ser

Tle

Arg

Asn

Gly

Cys

Gly
BS-

Ala
Leu
Asn

Leﬁ

Gly

‘165

His
Gly

Arqg

Tle

Gly

Lys

Asn

Glu

70

Tyr

Leu

Phe

Asn,

His

150-

Ile
Tyr
Ser

Lys

Phe
Lys
Tyr

Ser

-55

Leu

Ser

Gly

Ala

Pro

135

The

ala

Ala

Pro

Ser

215,

ES 2 549 669 T3

Pro

Leu

hrg

40

Met

Glu

Pro

Len

Ile

120

Ser

Thr

Met

Pro

Cys

200

Gly

Ala
Thr
25

Ser
Pro
Ille

Glu

Pro

105

Glu
Asn
Gin
His
Arg
i85

Lys

Léu

Iie Ile
10

Ser Leu

Arg Len

Lye Gly

Ser Ala
75

Asn Gln
50
Lys Asp

Ser Trp

Lys Leu

Val aAla

Gln Arg’

Val Lys
45

Lys Asn
&0

Gln Asn
Arg Glu
Val Glu
Trp Thr

125

Thr Ser

© 140

Met ala
1355

Cys Asp
170

Gly Ben

val Asn

'Cyleys

16

Trp Gly
Asp ‘Gly

Thr Ile

Lys His

205

Lys

220

val

Thr

T 15

Asp

Gly

Met

Trp

Gly

Val
110

Glu

Ser
Lys
Glu
Gly

190

cys

Ile
Asn
Met
Ala
val
95

Phe
Leu

val

Thr

Gly
Ile
Phe
Glu
Asp
BO .
Gly
Asn

Ile\

His

- 160

Ala

175

Glu

Arg

Phe

Leu.

Thr



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 549 669 T3

REIVINDICACIONES

1. Una composicion inmunogénica para potenciar una respuesta inmunitaria especifica a un radical antigénico en un
mamifero que necesita de tal respuesta inmunitaria, comprendiendo la composicion:

un radical antigénico, en donde el radical antigénico es un poliaminoéacido, y en donde el radical antigénico
no es una proteina secretada asociada a la activacion de Onchocerca volvulus (Ov-ASP); y

un coadyuvante que comprende una cantidad eficaz de Ov-ASP.

2. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la secuencia de Ov-ASP es idéntica en al menos
90% al SEQ ID NO: 1.

3. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la secuencia de Ov-ASP es idéntica en al menos
90% al SEQ ID NO: 2.

4. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la secuencia de Ov-ASP es idéntica en al menos
90% al SEQ ID NO: 3.

5. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la composicion es una vacuna profilactica.
6. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la composicion es una vacuna terapéutica.
7. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la respuesta inmunitaria es una respuesta humoral.

8. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la respuesta inmunitaria es una respuesta mediada
por células.

9. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la respuesta mediada por células es una respuesta
Thi.

10. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la respuesta mediada por células es una respuesta
Th2.

11. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la respuesta mediada por células es una respuesta
tanto Thl como Th2.

12. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la razén en peso del radical antigénico de Ov-ASP
esde4:1al:l.

13. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la razén en peso del radical antigénico de Ov-ASP
esde 4:1a 1:4.

14. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el radical antigénico es un poliaminoacido de
SARS-CoV.

15. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde el poliaminoacido de SARS-CoV es el péptido SC-
1 de SARS-CoV.

16. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el radical antigénico es un poliaminoacido de VIH-
1.

17. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 16, en donde el poliaminoacido de VIH-1 es el polipéptido FLSC
CD4 de VIH-1.

18. Una composicion inmunogénica para su uso en la potenciacién de una respuesta inmunitaria especifica a un
radical antigénico en un mamifero que lo necesite, en donde la composicién comprende una cantidad eficaz de Ov-
ASP y un radical antigénico,

en donde el radical antigénico es un poliaminoacido, y
en donde el radical antigénico no es una Ov-ASP.

19. La composicién inmunogénica para su uso segun la reivindicacion 18, en donde la secuencia de Ov-ASP es
idéntica en al menos 90% al SEQ ID NO: 1.

20. La composicion inmunogénica para su uso segun la reivindicacion 18, en donde la secuencia de Ov-ASP es
idéntica en al menos 90% al SEQ ID NO: 2.

21. La composicion inmunogénica para su uso segun la reivindicacién 18, en donde la secuencia de Ov-ASP es
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idéntica en al menos 90% al SEQ ID NO: 3.

22. La composicién inmunogénica para uso de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde la respuesta inmunitaria
es una respuesta humoral.

23. La composicion inmunogénica para su uso segun la reivindicacion 18, en donde la respuesta inmunitaria es una
respuesta mediada por células.

24. La composiciéon inmunogénica para su uso segun la reivindicacion 23, en donde la respuesta mediada por
células es una respuesta Th1.

25. La composicidon inmunogénica para su uso segln la reivindicacion 23, en donde la respuesta mediada por
células es una respuesta Th2.

26. La composicidon inmunogénica para su uso segln la reivindicacion 23, en donde la respuesta mediada por
células es una respuesta tanto Thl como Th2.

27. La composicién inmunogénica para su uso segln la reivindicacién 18, en donde el radical antigénico es un
poliaminoacido de SARS-CoV.

28. La composicion inmunogénica para su uso segun la reivindicacion 27, en donde el poliaminoacido de SARS-CoV
es el péptido SC-1 de SARS-CoV.

29. La composicién inmunogénica para su uso segun la reivindicacion 18, en donde el radical antigénico es un
poliaminoéacido de VIH-1.

30. La composiciéon inmunogénica para su uso segun la reivindicacién 29, en donde el poliaminoacido de VIH-1 es el
polipéptido FLSC de CD4 de VIH-1.

31. La composicion inmunogénica para su uso segun la reivindicacion 18, en donde la razén en peso del radical
antigénico de Ov-ASP es de 4:1 a 1:1.

32. La composicién inmunogénica para su uso segun la reivindicaciéon 18, en donde la razén en peso del radical
antigénico de Ov-ASP es de 4:1 a 1:4.

33. Una composicién inmunogénica para su uso en la prevencion del SARS en un mamifero que lo necesite, en
donde la composicion comprende una cantidad eficaz de Ov-ASP y un poliaminoacido de SARS-CoV.

34. La composicién inmunogénica para su uso segun la reivindicacién 33, en donde el poliaminoacido de SARS-CoV
es el péptido SC-1 de SARS-CoV.

35. La composicién inmunogénica para su uso segun la reivindicacion 33, en donde la secuencia de la Ov-ASP es
idéntica en al menos 90% al SEQ ID NO: 1.

36. La composicion inmunogénica para su uso segun la reivindicacién 33, en donde la secuencia de Ov-ASP es
idéntica en al menos 90% al SEQ ID NO: 2.

37. La composicion inmunogénica para su uso segun la reivindicacion 33, en donde la secuencia de Ov-ASP es
idéntica en al menos 90% al SEQ ID NO: 3.

38. Una composicidon inmunogénica para su uso en la prevencion de la infeccién por VIH en un mamifero que lo
necesite, en donde la composicién comprende una cantidad eficaz de Ov-ASP y un poliaminoacido de VIH-1.

39. La composicion inmunogénica para su uso segun la reivindicacion 38, en donde el poliaminoacido de VIH-1 es el
polipéptido FLSC de CD4 de VIH-1.

40. La composicion inmunogénica para su uso segun la reivindicacién 38, en donde la secuencia de la Ov-ASP es
idéntica en al menos 90% al SEQ ID NO: 1.

41. La composicidon inmunogénica para su uso segun la reivindicacién 38, en donde la secuencia de Ov-ASP es
idéntica en al menos 90% al SEQ ID NO: 2.

42. La composicidon inmunogénica para su uso segun la reivindicaciéon 38, en donde la secuencia de Ov-ASP es
idéntica en al menos 90% al SEQ ID NO: 3.
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Citoquinas de PBMC humanas
estimuladas con rOV-ASP-1

DI . Y N . TP R S

JFN-y IE-5 IL-18 GM-CSF TNF-a IL-4 IL<

Figura 1. Secrecion de citoquinas inducida por rOv-ASP-1 (5 pg/mL) a partir de PBMC obtenidas de
individuos (n = 14) nunca expuestos a Onchocerca volvulus. Las células se incubaron con rOv-ASP-1 (+) o

medio de cultivo solo (-). * = P < 0,05 frente a células en medio de cultivo solo. Los valores son la media + DT.
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A Pdw‘ células

Figura 2. La inhibicion de la actividad LPS utilizando polimixina B (5 y 20 pug/mL) no tiene efecto sobre la actividad
biologica de rOv-ASP-1 (5 pg/mL) sobre PBMC humanas (3 donantes). Se preincub6 rOv-ASP-1 con polimixina B
durante 1 hora a temperatura ambiente antes de afiadir a PBMC. Los valores son la media + DT.
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Figura 3. Citoquinas producidas por células de bazo de ratones inmunizados con PBS o rOv-ASP-1 sin
coadyuvantes y estimuladas in vitro con 5 pg/mL de rOv-ASP-1. Los valores se obtienen de células de bazo reunidas
dentro de cada grupo de tratamiento y representan la media de cultivos por triplicado.
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Figura 4. IgG1 e 1gG2 anti-OVA medias en ratones (n=5/grupo) inmunizados con tratamientos de control (PBS, OVA,
alumbre, MLP+TDM, rOv-ASP1) u OVA combinada con alumbre o MPL+TDM o el coadyuvante de ensayo, rOv-
ASP-1. Las cantidades de anticuerpo se expresan como densidad 6ptica (DO) en el analisis ELISA.
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Figura 5. Titulos medios de IgG1 e IgG2 anti-OVA en ratones (n=5/grupo) de los que se habian tomado muestras de
sangre preinmunizacion (Pre) o después de la inmunizacién con tratamientos de control (PBS, OVA) u OVA
combinados con el coadyuvante de ensayo, rOv-ASP-1 (25 ug/raton), que fue o bien tratado (LPS-) o no tratado
(LPS+) con gel de eliminacion de LPS. Los mismos simbolos se aplican en ambos gréaficos. El titulo de 1gG1 anti-
OVA final fue de 512.000 y el titulo de IgG2a anti-OVA final fue de 128.000.
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Figura 6. Citoquinas producidas por las células de bazo de ratones inmunizados con OVA con o sin coadyuvantes o
tratamientos de control relevantes y re-estimulados in vitro con 5 ug/ml de OVA. Los valores se obtuvieron a partir de
células de bazo reunidas dentro de cada grupo de tratamiento y representan la media de cultivos por triplicado.

24



ES 2 549 669 T3

Figura 7.

Cantidades medias de IgG anti-SC-1 total en el suero de ratén (n= 5/grupo) después de la inmunizaciéon con
tratamientos de control (antigenos o coadyuvantes solos) o antigenos formulados con MPL + TDM o coadyuvante
rOv-ASP-1 de ensayo. Las cantidades de anticuerpos se expresan como densidades épticas (DO) en los analisis
ELISA. Las diluciones reciprocas de suero se indican en el eje x. Se indican los puntos finales T; 250.000 en
presencia de rOv-ASP-1y 64.000 en presencia de MPL + TDM.
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Figura 8.

Cantidades medias de IgG anti-FLSC total en suero de ratén (n= 5/grupo) después de la inmunizacién con
tratamientos de control (antigenos o coadyuvantes solos) o antigenos formulados con MPL + TDM o coadyuvante
rOv-ASP-1 de ensayo. Las cantidades de anticuerpos se expresan como densidades épticas (DO) en los analisis
ELISA. Las diluciones reciprocas de suero se indican en el eje x. Se indican los puntos finales T; 1.024.000, en
presencia de rOv-ASP-1y 1.024.000 en presencia de MPL + TDM.
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