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DESCRIPCION

Composiciones farmacéuticas que comprenden un polipéptido que comprende al menos un motivo CXXC y
antigenos heterélogos y usos de las mismas

CAMPO DE LA INVENCION:

La presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas, y a métodos de uso de las mismas, para producir,
modificar o regular una respuesta inmunitaria en un sujeto.

La presente invencion se refiere, mas particularmente, a composiciones farmacéuticas que usan un polipéptido que
comprende al menos dos motivos CXXC, tales como proteinas de superficie variables (VSP) del parasito Giardia o
un fragmento de las mismas (por ejemplo el dominio extracelular de una VSP de Giardia o un fragmento de la
misma) para generar mediante vacunacion por via mucosa u oral una respuesta inmunitaria frente a un antigeno
seleccionado heterdlogo, tal como antigeno tumoral, antigeno microbiano u otro antigeno.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION:

Se han propuesto diversas estrategias en la técnica para generar una respuesta inmunitaria en un sujeto, tales como
administracion directa de un antigeno, estimulacion ex vivo y expansion de células inmunitarias (tales como linfocitos
T o células dendriticas, por ejemplo), inyeccidon de células cancerosas modificadas quimica o genéticamente,
administracion de virus inactivados y terapia génica usando acidos nucleicos que codifican para citocinas antigenos
o particulares.

Aunque estos diversos enfoques permiten la generacién de una respuesta inmunitaria frente a determinados tipos de
antigenos o0 agentes patdgenos, existe todavia la necesidad de mejores métodos de obtencion, regulacion o
estimulacion de una respuesta inmunitaria. En particular, existe la necesidad de métodos simples de generacion de
respuestas inmunitarias eficaces, tales como respuestas inmunitarias humorales y/o celulares eficaces, frente a una
variedad de antigenos, tales como antigenos tumorales, antigenos viricos u otros antigenos de agentes patégenos,
mas particularmente, mediante administracion oral.

De hecho, la mayoria de las vacunas comerciales disponibles hoy en dia se administran mediante inyeccion, con
problemas de seguridad, aceptacion del paciente y morbilidad y que hacen que la inmunizacién en masa sea mas
costosa y menos segura, particularmente en paises en desarrollo pobres en recursos. Por tanto, la administracion
oral ofrece varias ventajas significativas con respecto a otras vias de administracion y en comparacion notablemente
con vacunas parenterales (administracion simple y seguridad mejorada). Ademas, a diferencia de la inmunizacion
sistémica, la administracion oral puede inducir respuestas inmunitarias mucosas.

Por tanto, las vacunas administradas por via oral se procesan y presentan por el sistema inmunitario del tracto
digestivo, a menudo denominado tejido linfatico asociado al intestino (GALT). EI GALT es un sistema complejo que
consiste en sitios inductivos (en donde se encuentran los antigenos y se inician las respuestas) y sitios efectores (en
donde se producen las respuestas inmunitarias locales) unidos por un sistema de guiado, mediante el que las
células activadas por antigeno en el GALT migran a la circulacion y, posteriormente, a la mucosa (Lavelle et al,;
2006). Como resultado, la vacunacién oral puede inducir respuestas inmunitarias localmente en el intestino y en
sitios mucosos distantes, asi como respuestas inmunitarias humorales y celulares sistémicas. La vacunacion oral
genera normalmente una gran cantidad de IgA secretora (slgA), que desempefia un papel importante en la defensa
mucosa.

Sin embargo, aunque la via oral de administracion de vacunas representa el medio ideal de administracién de
vacunas terapéuticas y profilacticas, ofreciendo ventajas significativas con respecto a la administracion sistémica, la
via oral es también la mas dificil debido a las numerosas barreras planteadas por el tracto gastrointestinal. Para
facilitar una inmunizacion eficaz con vacunas de péptidos y proteinas, los antigenos deben protegerse, la captacion
debe mejorarse y la respuesta inmunitaria innata debe activarse. Por tanto, se han evaluado numerosos sistemas de
administracion y adyuvantes para la administracion de vacunas orales, incluyendo vectores vivos, particulas inertes y
toxinas bacterianas. Sin embargo, los desarrollos en vacunas orales han sido hasta ahora decepcionantes ya que no
se ha obtenido una inmunizacién oral eficaz usando proteinas o particulas de tipo virus (VLP) solas.

Stager et al. “Systemic and local antibody response in mice induced by a recombinant peptide fragment from Giardia
lamblia variant surface protein (VSP) H7 produced by a Salmonella typhimurium vaccine strain”, INTERNATIONAL
JOURNAL OF PARASITOLOGY, PERGAMON PRESS, GB, vol. 27, n.° 8, 1 de agosto de 1997 (01-08-1997),
paginas 965-971, dan a conocer el desarrollo de una vacuna modelo anti-Giardia expresando un segmento génico
de la proteina H7 de superficie variante antigénica de Giardia (VSPH7) en una cepa de Salmonella typhimurium
LT2M1C viva-atenuada. Stager et al. ensefian el uso de Salmonella como portador para el antigeno VSPH7 de
Giardia lamblia e indican que este modelo es prometedor para el desarrollo de una vacuna frente a la giardiasis.
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Jespersgaard et al. “Protective immunity against Streptococcus mutans infection in mice after intranasal
immunization with the glucan-binding region of S. mutans glucosyltransferase”, INFECTION AND IMMUNITY, vol. 67,
n.° 12, diciembre de 1999 (12-1999), paginas 6543-6549, dan a conocer la construccion y caracterizacion de una
proteina para vacuna quimérica que combina el dominio de unién a glucano (GLU) de la enzima glucosiltransferasa
que sintetiza glucano de Streptococcus mutans y la tiorredoxina de Escherichia coli. La fusion de la subunidad de
tiorredoxina a GLU aumenta su solubilidad. El constructo se usa en inmunizacion intranasal.

Por consiguiente, existe todavia la necesidad de mejores métodos de obtencién, regulacién o estimulacion de una
respuesta inmunitaria, tal como respuestas inmunitarias humorales y/o celulares eficaces, frente a una variedad de
antigenos, tales como antigenos tumorales, antigenos viricos u otros antigenos de agentes patégenos mediante
administracion por via mucosa u oral.

SUMARIO DE LA INVENCION:

La presente invencion proporciona ahora un método mejorado, alternativo y novedoso de este tipo de produccion,
regulacién o estimulacion de una respuesta inmunitaria en un sujeto mediante administracion por via mucosa u oral.

La presente invencién se basa, mas particularmente, en un nuevo concepto de uso de un polipéptido que
comprende al menos dos motivos CXXC, en el que C representa un residuo de cisteina y X cualquier residuo de
aminoacido, tal como una proteina de superficie variable (VSP) del parasito Giardia o un fragmento de la misma (por
ejemplo, el dominio extracelular de una VSP de Giardia o un fragmento de la misma) para generar mediante
administracion por via mucosa u oral una respuesta inmunitaria frente a un antigeno seleccionado, en particular una
respuesta inmunitaria humoral y/o celular, con el fin de tratar o prevenir la enfermedad provocada por tal antigeno
seleccionado en un sujeto.

La presente invencién también da a conocer composiciones farmacéuticas relacionadas que comprenden particulas
de vector y/o proteinas de fusion, su preparacion y usos, que permiten la generacidon de respuestas inmunitarias
mejoradas frente a antigenos mediante administracion por via mucosa u oral.

En un primer aspecto, la presente invencidon se refiere a una vacuna segun la reivindicacién 1. En un segundo
aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 12.

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento o la prevencion de
una enfermedad, un trastorno o estados fisioldgicos en un sujeto.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere a una vacuna para su uso como medicamento segun la
reivindicacion 10.

En un cuarto aspecto, la presente invencién se refiere a una composiciéon farmacéutica para su uso como
medicamento segun la reivindicacion 13.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION:

Los inventores demuestran por primera vez que una proteina o un polipéptido que comprende al menos dos motivos
CXXC, en el que C representa un residuo de cisteina y X cualquier residuo de aminoacido, tal como proteinas de
superficie variables (VSP) de Giardia (por ejemplo, el dominio extracelular de una VSP de Giardia o un fragmento de
la misma) podria usarse por la via oral como portador de antigeno de vacuna candidato o para inducir inmunidad
protectora. Ademas, los inventores demuestran que tales polipéptidos tales como el dominio extracelular de VSP,
que son resistentes a proteasas, tienen pH diferentes y pueden unirse a células epiteliales del intestino, son utiles
para formar particulas de tipo virus (VLP) adecuadas para administrarse por via oral.

Definiciones:
A lo largo de toda la memoria descriptiva, se emplean varios términos y se definen en los siguientes parrafos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “inmunogénico” designa un producto, una composiciéon o un
método que obtiene, provoca, estimula o regula una reaccion o respuesta inmunitaria. La composicion inmunogénica
es por tanto cualquier composiciéon que modifica la actividad de un sistema inmunitario en un sujeto o in vitro. Esto
incluye respuestas inmunitarias protectoras, respuestas inmunitarias celulares, respuestas de anticuerpo, respuestas
inmunitarias neutralizantes, modificacién en los niveles de anticuerpos, modificacién en los niveles de células
inmunitarias, etc.

Tal como se usa en el presente documento, el término “antigeno” se refiere a una molécula a la que puede unirse
especificamente un anticuerpo o un receptor de células T (TCR) si se procesa y presenta mediante moléculas del
CMH. El término “antigeno”, tal como se usa en el presente documento, también abarca epitopos de células T. Un
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antigeno adicionalmente puede reconocerse por el sistema inmunitario y/o puede inducir una respuesta inmunitaria
humoral y/o una respuesta inmunitaria celular conduciendo a la activacion de linfocitos B y/o T. Sin embargo, esto
puede requerir que, al menos en determinados casos, el antigeno contenga o esté unido a un epitopo de célula Thy
se le proporcione un adyuvante o requiere que el antigeno se presente segun la presente invencién. Un antigeno
puede tener uno o mas epitopos o sitios antigénicos (epitopos B y T). El término “unido especificamente”, tal como
se usa en el presente documento, pretende indicar que preferiblemente el antigeno reaccionara, normalmente de
una manera altamente selectiva, con su correspondiente anticuerpo o TCR y no con la multitud de otros anticuerpos
o TCR que pueden estar provocados por otros antigenos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “epitopo” se refiere a porciones continuas o discontinuas de
un polipéptido o de una molécula no peptidica que tienen actividad inmunogénica o antigénica en un animal,
preferiblemente un mamifero, y lo mas preferiblemente en un ser humano. Un epitopo es reconocido por un
anticuerpo o una célula T a través de su receptor de células T en el contexto de una molécula de CMH. Un “epitopo
inmunogénico” tal como se usa en el presente documento, se define como una porcién de un polipéptido o de una
molécula no peptidica que obtiene una respuesta de anticuerpo o induce una respuesta de células T en un animal,
tal como se determina mediante cualquier método conocido en la técnica. El término “epitopo antigénico” tal como se
usa en el presente documento, se define como una porciéon de una proteina o de una molécula no peptidica en la
que un anticuerpo puede unirse inmunoespecificamente a su antigeno tal como se determina mediante cualquier
método bien conocido en la técnica. La uniéon inmunoespecifica excluye uniones no especificas pero no excluye
necesariamente reactividad cruzada con otros antigenos. No es necesario que los epitopos antigénicos sean
necesariamente inmunogénicos. Los epitopos antigénicos pueden ser también epitopos de células T, en cuyo caso
puede unirse inmunoespecificamente a los mismos un receptor de células T en el contexto de una molécula de
CMH.

Tal como se usa en el presente documento, el término “antigeno heterélogo” se refiere a un antigeno que es
heterdlogo con respecto al parasito Giardia (especialmente Giardia lamblia) u otro microorganismoo tal como se
define en el contexto de la presente invencion y por tanto tal antigeno heterélogo no se deriva del parasito Giardia o
dichos otros microorganismoos. Dentro del contexto de la presente invencién, el término “antigeno heterélogo”
abarca por tanto una planta, un animal, un antigeno tumoral, virico, bacteriano, parasitario (por ejemplo distinto de
uno derivado de Giardia), un autoantigeno o una molécula quimica. Sin embargo, debe indicarse que dicho antigeno
heterélogo puede derivarse de Giardia si el polipéptido se deriva de otro microorganismo tal como por ejemplo
Tetrahymena, Paramecium, Entamoeba.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “Giardia” o “parasito Giardia” se refieren a un género de
parasitos protozoarios flagelados anaerobios del filo Metamonada que colonizan y se reproducen en el intestino
delgado de varios vertebrados, provocando giardiasis. En todo el mundo, la giardiasis es comun entre gente con
escasa higiene oral y fecal, y los principales modos de transmisién incluyen suministros de agua contaminados o
actividad sexual. Los trofozoitos flagelados de Giardia se unen a células epiteliales del intestino delgado (es decir, la
superficie de la mucosa intestinal), donde pueden provocar enfermedad sin desencadenar una respuesta
inflamatoria pronunciada (Rivero et al., 2010). No hay toxinas o factores de virulencia conocidos, y la expresion
variable de proteinas superficiales permite la evasién de las respuestas inmunitarias del huésped y la adaptacion a
diferentes entornos del huésped (Rivero et al. 2010). Su ciclo de vida alterna entre un trofozoito que nada
activamente y un quiste resistente, infeccioso. El parasito Giardia infecta a seres humanos, pero es también uno de
los parasitos mas comunes que infecta a gatos, perros y pajaros. Los huéspedes mamiferos también incluyen vacas,
castores, ciervos y ovejas. Por tanto, el término “Giardia” abarca diferentes especies, incluyendo Giardia lamblia y
Giardia muris.

Tal como se usa en el presente documento, el término “Giardia lamblia” (también denominado Giardia intestinalis o
Giardia duodenalis) se refiere a uno de los parasitos intestinales mas comunes de seres humanos. Giardia lamblia
es el protista parasitario mas extendido en los Estados Unidos, donde su incidencia puede ser tan alta como el 0,7%
(Hlavsa et al. 2005).

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteina de superficie variable” o “VSP” se refiere a un
polipéptido que cubre toda la superficie del parasito Giardia y son los principales antigenos reconocidos por el
sistema inmunitario del huésped. Las VSP son proteinas ricas en cisteina con motivos CXXC frecuentes (en donde X
es cualquier aminoacido) que tienen varias caracteristicas particulares, incluyendo en algunas VSP la presencia de
motivos CXC, un motivo de dedo de zinc especifico de Giardia, y motivos GGCY (Nash, 2002; Adam et al, 2010).
Mas precisamente, las VSP son proteinas de membrana integrales de tipo 1 que varian en tamafio desde 20 hasta
200 kDa; poseen una region rica en cisteina en amino-terminal variable (dominio extracelular que representa la
superficie de contacto huésped/parasito y confiere a la proteina resistencia a la digestion proteolitica y pH bajo), y
una region carboxi-terminal conservada que incluye una regién transmembrana hidréfoba y una cola citosélica corta
que comprende solo 5 aminoacidos (CRGKA), que no son “vistos” por el sistema inmunitario. Solo una VSP se
expresa en cualquier momento en la superficie de cada parasito tal como se describe en Nash (1997). Dentro del
contexto de la presente invencion, se pretende que el término “proteina de superficie variable” incluya cualquier
proteina de superficie variable del repertorio completo de VSP de Giardia, especialmente Giardia lamblia. En
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realidad, los parasitos Giardia codifican para un repertorio de aproximadamente 200 genes que codifican para VSP
tal como se describe en Morrison et al. (2007) y Adam et al. (2010) para el conjunto A, y dos informes del grupo de
Svard que describen el repertorio de VSP de aislados derivados de los conjuntos B y E (Jerlstrom-Hultqvist et al.
(2010) y Franzén et al. (2009). EI dominio extracelular de VSP permite que el parasito sobreviva al entorno hostil del
intestino delgado superior. Las VSP son muy resistentes a pH variables (la reactividad a un epitopo conformacional
por un anticuerpo monoclonal (AcM) dirigido a una VSP particular permanece inalterada entre pH 2 y 12), y a la
digestion por tripsina y varias otras proteasas. Ademas, las VSP permanecen unidas a la mucosa entérica después
de que los trofozoitos se hayan unido a la misma (Rivero et al., 2010).

Debe indicarse ademas que un polipéptido que comprende al menos un motivo CXXC, en el que C representa un
residuo de cisteina y X cualquier residuo de aminoacido, tal como VSP de Giardia o proteinas de tipo VSP de otros
microorganismoos puede generarse también in vitro mediante manipulacion genética y producirse en sistemas
heterdélogos. Por tanto, se abarcan polipéptidos producidos por células o quimicamente, incluyendo aquellos con
variaciones de aminoacidos que no se encuentran en los parasitos de tipo natural (por ejemplo variantes de VSP de
Giardia). Pueden prepararse por tanto VSP mediante cualquier procedimiento bien conocido en la técnica, tal como
sintesis de fase sdlida, sintesis de fase liquida o ingenieria genética.

Las VSP de la invencion pueden comprender opcionalmente modificaciones quimicas. Las modificaciones quimicas
se dirigian a obtener proteinas con proteccion aumentada de las proteinas frente a la degradacién enzimatica in
vivo, ylo capacidad aumentada para cruzar barreras de membrana, aumentando por tanto su semivida y
manteniendo o mejorando su actividad biolégica. Puede emplearse cualquier modificacion quimica conocida en la
técnica segun la presente invencion. Tales modificaciones quimicas incluyen pero no se limitan a:

- modificaciones en los extremos N-terminal y/o C-terminal de las proteinas tales como por ejemplo acilacion N-
terminal (preferiblemente acetilacion) o desaminacion, o modificacion del grupo carboxilo C-terminal en una amida o
un grupo alcohol;

- modificaciones en el enlace amida entre dos aminoacidos: acilacion (preferiblemente acetilacion) o alquilacién
(preferiblemente metilacion) en el atomo de nitrégeno o el carbono alfa del enlace amida que une dos aminoacidos;

- modificaciones en el carbono alfa del enlace amida que une dos aminoacidos tales como por ejemplo acilacién
(preferiblemente acetilacion) o alquilacion (preferiblemente metilacion) en el carbono alfa del enlace amida que une
dos aminoacidos;

- cambios de quiralidad tales como por ejemplo sustitucion de uno o0 mas aminoacidos que se producen de manera
natural (enantidmero L) por los correspondientes enantiomeros D;

- retroinversiones en las que uno 0 mas aminoacidos que se producen de manera natural (enantiomero L) se
sustituyen por los correspondientes enantiomeros D, junto con una inversion de la cadena de aminoacido (desde el
extremo C-terminal hasta el extremo N-terminal); y/o

- azapéptidos en los que uno o mas carbonos alfa se sustituyen por &tomos de nitrégeno.

El término “proteina” o su término usado indistintamente “polipéptido” tal como se usa en el presente documento se
refiere a una molécula compuesta de monémeros (aminoacidos) unidos linealmente por enlaces amida (también
conocidos como enlaces peptidicos). También se abarcan modificaciones postraduccionales del polipéptido, por
ejemplo, glicosilaciones, acetilaciones, fosforilaciones, y similares. Los términos “proteina” o “polipéptido” también
incluyen variantes que deben abarcar cualquier polipéptido que comprende, o que consiste alternativa o
preferiblemente en, cualquier polipéptido natural o producido por ingenieria genética que tiene mas del 70%,
preferiblemente més del 80%, incluso méas preferiblemente mas del 90%, de nuevo mas preferiblemente méas del
95%, y lo mas preferiblemente mas del 97% de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia del
polipéptido. Métodos preferidos de generaciéon de una variante de un polipéptido es mediante ingenieria genética,
preferiblemente mediante insercién, sustitucion, delecion o una combinacién de las mismas. Cuando se aplica el
término “variante de una proteina”, segun la presente invencioén, al antigeno, tal variante debe poder inducir la
produccién del anticuerpo, o la estimulacién de células T, in vivo. Cuando se aplica el término “variante de una
proteina”, segun la presente invencion, a las VSP de Giardia o proteinas de tipo VSP de otros microorganismos, tal
variante debe poder retener la capacidad de unirse a células, particularmente células mucosas, mas particularmente
células epiteliales del intestino y finalmente inducir una respuesta inmunitaria per se.

Tal como se usa en el presente documento, cuando se aplica el término “un fragmento de una proteina”, segun la
presente invencion, a la VSP, o su término usado indistintamente “un fragmento de un polipéptido” tal fragmento
debe abarcar cualquier polipéptido que comprende, o consiste alternativa o preferiblemente en, al menos 5, 6, 7, 8,
9,10, 11,12, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500 aminoacidos contiguos o
discontinuos de la proteina, polipéptido o antigeno, tal como se define en el presente documento, asi como cualquier
polipéptido que tenga mas del 65%, preferiblemente mas del 80%, mas preferiblemente mas del 90% e incluso mas
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preferiblemente méas del 95% de identidad de secuencia de aminoacidos con el mismo. Cuando se aplica el término
“fragmento de una proteina”, segin la presente invencién, al antigeno, tal fragmento debe poder inducir la
producciéon de anticuerpo, o la estimulacion de células T, in vivo. Por tanto, un fragmento de una proteina debe
comprender al menos un epitopo inmunogénico. Cuando se aplica el término “fragmento de una proteina”, segun la
presente invencioén, a la VSP de Giardia o proteinas de tipo VSP de otros microorganismoos, tal fragmento debe
poder retener la capacidad de unirse a células, particularmente células mucosas, mas particularmente células
epiteliales del intestino y finalmente inducir una respuesta inmunitaria per se.

Tal como se usa en el presente documento, el término “unido” se refiere a uniones que pueden ser covalentes, por
ejemplo, por acoplamiento quimico, o no covalentes, por ejemplo, interacciones ionicas, interacciones hidréfobas,
puentes de hidrégeno, etc. Los enlaces covalentes pueden ser, por ejemplo, éster, éter, fosfoéster, amida, peptidico,
imida, enlaces carbono-azufre, enlaces carbono-fosforo, y similares. El término también incluye incluir, o incluir
parcialmente, una sustancia (por ejemplo el antigeno heterélogo). El término “unido” es mas amplio que e incluye

términos tales como “apareado”, “fusionado”, “incluido”, “empaquetado”, “pseudotipado”, “expresado en una bicapa
lipidica” y “unido”.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fusién” se refiere a la combinacién de secuencias de
aminoacidos de origen diferente en una cadena de polipéptido mediante combinaciéon en marco de sus secuencias
de nucledtidos codificantes. Debe indicarse que mas de una secuencia de nucledtidos puede codificar para una
secuencia de aminoacidos dada debido a la degeneracion del cédigo genético. El término “fusion” abarca
explicitamente fusiones internas, (es decir insercion de secuencias de origen diferente dentro de una cadena de un
polipéptido, ademas de fusién a uno de sus extremos terminales).

Tal como se usa en el presente documento, el término “conjugado” se refiere al producto de conjugacion entre (a)
una VSP de Giardia o un fragmento de la misma, y (b) una molécula organica (por ejemplo un antigeno heterélogo
que consiste en un antigeno no proteico), en el que los elementos (a) y (b) se unen entre si. Tales elementos (a) y
(b) pueden unirse por ejemplo mediante un ligador.

El término “secuencia de unién” o su término usado indistintamente “ligador” tal como se usa en el presente
documento, se refiere a una entidad molecular que une covalentemente antigenos proteicos o no proteicos tales
como una molécula de nicotina a un polipéptido asi como una particula de vector a un polipéptido. El ligador puede
comprender por ejemplo un grupo tiol, un grupo alquilo, un grupo glicol o un grupo peptidico. Los ligadores incluyen
moléculas de reticulacion y algunos ejemplos se enumeran en la solicitud de patente internacional publicada con el
n.° WO 2004/009116, que se incorpora en el documento como referencia.

Tal como se usa en el presente documento, “particula de vector” indica cualquier particula propensa a presentar una
VSP de Giardia o un fragmento de la misma y/o el antigeno heterélogo en su superficie. Dentro del contexto de la
presente invencion, se pretende que el término “particula de vector” incluya particulas de vector viral, particulas de
tipo virus (VLP) y nanoparticulas.

El término “particula de vector viral” tal como se usa en el presente documento se refiere a la forma morfolégica de
un virus. En algunos tipos de virus comprende un genoma rodeado por capsida proteica; otros tienen estructuras
adicionales (por ejemplo, envueltas, colas, etc.).

El término “particula de tipo virus” (VLP), tal como se usa en el presente documento, se refiere a una estructura que
se asemeja a una particula viral. Una particula de tipo virus segun la invencién no es replicativa ya que carece de
todo o parte del genoma viral, careciendo normal y preferiblemente de todos o parte de los componentes infecciosos
y replicativos del genoma viral. El término “no replicativo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a ser
incapaz de replicar el genoma comprendido o no en la VLP.

Composiciones farmacéuticas de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 12, preferiblemente
inmunogénica, que comprende al menos:

- un polipéptido que comprende al menos dos motivos CXXC, en el que C representa un residuo de cisteina y X
cualquier residuo de aminoacido, y

- un antigeno heterdlogo.

Cuando una composicion farmacéutica se administra a un individuo, puede ser en una forma que contiene sales,
tampones, adyuvantes, portadores u otras sustancias que son deseables para mejorar la eficacia de la composicion.
Se proporcionan ejemplos de materiales farmacéuticamente adecuados para su uso en la preparacion de
composiciones farmacéuticas en numerosas fuentes incluyendo REMINGTON’'S PHARMACEUTICAL SCIENCES
(Osol, A, ed., Mack Publishing Co., (1990)). “Farmacéuticamente” o “farmacéuticamente aceptable” se refiere a
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entidades moleculares y composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u otra no deseada cuando
se administran a un mamifero, especialmente un ser humano, segun sea apropiado. Un portador o excipiente
farmacéuticamente aceptable se refiere a un soélido, semisodlido o carga liquida no toxico, diluyente, material
encapsulante o formulacién auxiliar de cualquier tipo.

Ademas, las composiciones farmacéuticas pueden comprender adyuvantes o agentes inmunogénicos o
biolégicamente activos adicionales. Sin embargo, en una realizacion preferida, las composiciones farmacéuticas
carecen de adyuvante, ya que una caracteristica ventajosa de la invencion es la alta inmunogenicidad de la
composicion, incluso en ausencia de adyuvantes. La ausencia de un adyuvante, ademas, minimiza la aparicion de
respuestas de células T inflamatorias no deseadas que representan un problema de seguridad en la vacunacion.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion se formulan preferiblemente para una administraciéon por via
mucosa u oral. Las dosis usadas para la administracion por via mucosa u oral pueden adaptarse en funcién de
diversos parametros, y en particular en funciéon del modo de la patologia relevante, o alternativamente de la duracién
deseada del tratamiento.

La composicion farmaceéutica puede administrarse a cualquier mucosa adecuada, y la administracion incluye
administracion oral (a través de la mucosa del sistema digestivo), nasal, vaginal, sublingual, ocular, rectal, urinal,
intramamaria, pulmonar, ética (es decir a través del oido) y bucal, preferiblemente administracion bucal o sublingual
(administracion bucofaringea).

Tras la formulacion, las composiciones farmacéuticas se administraran de una manera compatible con la formulacién
de dosificacion y en tal cantidad que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran faciimente en
una variedad de formas de dosificacion, tales como el tipo de, por ejemplo comprimidos u otros sélidos para la
administracion por via mucosa u oral; capsulas de liberacion prolongada; y cualquier otra forma usada actualmente.
Por consiguiente, la composicion farmacéutica puede estar en forma de una pulverizacién, un aerosol, una mezcla,
una suspension, una dispersion, una emulsion, un gel, una pasta, un jarabe, una crema, una pomada, implantes
(oido, ojo, piel, nariz, rectal, y vaginal), preparaciones intramamarias, vagitorios, supositorios o uteritorios). En
determinadas realizaciones, se contempla el uso de liposomas. La formacion y el uso de liposomas los conocen los
expertos en la técnica.

Tal como se mencioné anteriormente, en una realizacion preferida, la composicién farmacéutica es adecuada para
administracion oral.

Mas particularmente, la composicidon farmacéutica se formula de manera que el antigeno heteroélogo y el polipéptido
sean resistentes a la degradacion enzimatica y quimica del tracto gastrointestinal superior, cuando sea necesario.
Ademas, debe indicarse que el polipéptido debe poder unirse a células, mas particularmente células epiteliales del
intestino. Por tanto, en una realizacion, el polipéptido puede unirse a células epiteliales del intestino y la composicion
se formula de manera que el antigeno heterdlogo y el polipéptido sean resistentes a la degradacién enzimatica y
quimica del tracto gastrointestinal superior, cuando sea necesario.

En una realizacion, el polipéptido consiste en un polipéptido que comprende al menos dos motivos CXXC separados
por al menos 2 aminoacidos.

Por consiguiente, los dos motivos CXXC se separan por una secuencia amino que comprende desde 3 hasta 20
aminoacidos, preferiblemente desde 5 hasta 8 aminoacidos.

Debe indicarse que los aminoacidos que separan los al menos dos motivos CXXC pueden ser cualquier residuo de
aminoacido.

En otra realizacion, el polipéptido comprende desde 2 hasta 10 motivos CXXC, desde 2 hasta 20 motivos CXXC,
desde 2 hasta 30 motivos CXXC, desde 2 hasta 40 motivos CXXC, desde 2 hasta 50 motivos CXXC, desde 2 hasta
60 motivos CXXC, desde 2 hasta 70 motivos CXXC, desde 2 hasta 80 motivos CXXC, desde 2 hasta 90 motivos
CXXC o desde 2 hasta 100 motivos CXXC.

Por tanto, el polipéptido puede comprender por ejemplo 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65 6 70 motivos CXXC.

En una realizacién particular, el polipéptido tal como se definié anteriormente es una proteina de superficie variable
(VSP), o un fragmento de la misma.

Por consiguiente, el microorganismoo se selecciona preferiblemente como Giardia.
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En una realizacion preferida, el polipéptido es el dominio extracelular de una VSP de Giardia o un fragmento de la
misma (ya que dicho dominio extracelular es la region rica en cisteina amino-terminal que comprende multiples
motivos CXXC de la proteina VSP de Giardia).

De hecho, el dominio extracelular de una VSP de Giardia es el dominio resistente al pH, la temperatura y la digestion
proteolitica.

Por consiguiente, en otra realizacién preferida, el polipéptido segun la invencion comprende solo el dominio
extracelular de una VSP de Giardia o un fragmento de la misma. Se eliminan por tanto la regién transmembrana y la
cola citoplasmica de una VSP de Giardia.

Debe indicarse que puede eliminarse también el péptido sefal.
Proteinas de superficie variables (VSP)

Por consiguiente, la proteina de superficie variable (VSP) o un fragmento de la misma puede elegirse entre el
repertorio completo de VSP, que se codifican en el nivel de ADN en el genoma del parasito. Este repertorio esta
compuesto por aproximadamente 200 genes que codifican para VSP homélogos (VSP), que varia en diferentes
aislados de Giardia. Debe indicarse ademas que también pueden usarse variantes de VSP en la composicién segun
la invencion.

Tal como se mencion6 anteriormente, las VSP de Giardia y mas particularmente el dominio extracelular de las VSP
de Giardia comprende multiples motivos CXXC, preferiblemente multiples motivos CXXC separados por varios
aminoacidos, desde 3 hasta 20 aminoacidos y mas particularmente desde 5 hasta 8 aminoacidos (tal como se
observa mediante alineamientos de secuencias multiples).

En una realizacion particular, el parasito Giardia es Giardia lamblia.

En una realizacién preferida, la VSP de Giardia se selecciona del grupo que consiste en VSP9B10, VSP1267,
VSPAB, VSP1, VSP2, VSP3, VSP4, VSP5, VSP6, VSP7, VSP8, VSPAS1, VSPAS2, VSPAS3, VSPAS4, VSPASS5,
VSPASB, VSPAS7, VSPASS, VSPAS9, VSPAS10, VSPAS11, VSPAS12 y VSPHY7 de Giardia lamblia.

Dominio de tipo VSP

No segun la presente invencion, el dominio de tipo VSP o un fragmento del mismo puede elegirse entre polipéptidos
derivados de microorganismoos distintos de Giardia que comparten homologia de secuencia y propiedades
bioquimicas con Giardia y especialmente polipéptidos que contienen multiples motivos CXXC, preferiblemente
multiples motivos CXXC separados por de 5 a 8 aminoacidos. De hecho, la alineacién del dominio extracelular de la
secuencia VSP1267 (consulta) con otras secuencias de moléculas de tipo VSP (resultados de la arquitectura de
dominios tras BLASTP eliminando Giardia del analisis) han conducido a observar la presencia de miultiples motivos
CXXC, especialmente separados por de 5 a 8 aminoacidos, en proteinas que pertenecen a las especies
Paramecium, Tetrahymena y Entamoeba. Por tanto, fragmentos representativos de secuencias primarias de cinasas
superficiales de Entamoeba sp., y proteinas superficiales de Paramecium. sp. y Tetrahymena sp. predicen un
dominio conservado que contiene motivos CXXC en una arquitectura de tipo VSP (en comparacién con Giardia VSP
1267, 9B10 y H7) como responsables de la resistencia al pH, la temperatura y la digestion proteolitica.

En una realizacién, el microorganismo Tetrahymena es Tetrahymena thermophila.

En otra realizacion, el microorganismo Entamoeba es Entamoeba histolytica.

En otra realizacion, el microorganismo Paramecium es Paramecium tetraurelia.

Antigeno heterélogo

El antigeno heterdlogo puede consistir en un antigeno que se produce de manera natural, o una porcién del mismo,
en el que la porcién del antigeno que se produce de manera natural comprende o consiste alternativamente en al
menos un epitopo inmunogénico. Antigeno que se produce de manera natural se refiere a un antigeno que existe en
la naturaleza, preferiblemente existe en un organismo, tal como una planta, un animal, un parasito, una bacteria o un

virus.

En realizaciones preferidas, el antigeno heterélogo se selecciona por tanto del grupo que consiste en un antigeno
vegetal, animal, parasitario, bacteriano, viral, autoantigeno, tumoral, o0 una molécula quimica.

Por tanto, en una realizaciéon preferida de la presente invencion, el antigeno heterélogo es antigeno proteico no
propio (o foraneo), un fragmento o una variante del mismo.
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Los antigenos proteicos no propios a modo de ejemplo que se contemplan incluyen un antigeno proteico bacteriano,
un antigeno proteico viral, un antigeno proteico parasitario, un antigeno proteico tumoral, un antigeno proteico
micoplasmatico y un antigeno proteico alérgeno.

Debe indicarse ademas que el antigeno heterélogo puede estar constituido por la propia particula de vector, cuando
dicha particula (por ejemplo una particula de tipo virus (VLP) tal como se describe a continuacién) se deriva de un
virus o comprende partes de un virus frente al que se busca inmunizacién. Por ejemplo, cuando la particula se deriva
de un virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), dicha particula puede constituir el antigeno heterdlogo.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, el antigeno heterélogo es un antigeno proteico propio, un
fragmento o una variante del mismo.

De hecho, enfermedades, particularmente enfermedades autoinmunitarias y enfermedades inflamatorias crénicas
pueden estar provocadas por la sobreproduccion o el mal funcionamiento de un antigeno proteico propio.

Antigenos proteicos propios a modo de ejemplo que se contemplan incluyen citocinas, interleucinas, hormonas,
factores de crecimiento y receptores.

En todavia otra realizacion preferida, el antigeno heterdlogo es un antigeno no proteico.

Antigenos no proteicos a modo de ejemplo que se contemplan incluyen un antigeno de polisacarido, un antigeno
lipidico, un antigeno de acido nucleico, un antigeno de lipopolisacarido y una molécula quimica tal como un farmaco.

Farmacos tipicos, incluyendo tanto farmacos de abuso como farmacos terapéuticos, alcaloides tales como nicotina,
esteroides, toxinas de hidratos de carbono, compuestos aromaticos, incluyendo muchos contaminantes, y otros
compuestos frente a los que puede generarse una respuesta inmunitaria.

Los antigenos heterélogos a modo de ejemplo (antigenos proteicos o no proteicos) incluyen, pero no se limitan a, los
descritos en la solicitud de patente internacional n.° WO 2006/02674.

Segun la presente invencion, el polipéptido se une al antigeno heterdlogo. El polipéptido se fusiona con el antigeno
heterdlogo.

En todavia otra realizacion, el polipéptido se une a una particula de vector que contiene el antigeno heterélogo. Por
consiguiente, la particula de vector puede ser una particula viral, una particula de tipo virus (VLP) o una
nanoparticula.

En una realizacién particular, la particula de vector es una VLP que presenta en su superficie el polipéptido de la
invencion.

En otra realizacion particular, el antigeno heterélogo esta contenido dentro o sobre la superficie de la VLP.
Polipéptidos segun la invencion unidos al antigeno heterdlogo.

Otro aspecto de la invencion se refiere al polipéptido que comprende al menos dos motivos CXXC segun la
invencion tal como VSP de Giardia o un fragmento de la misma unido al antigeno heterélogo.

Polipéptidos segun la invencion - proteinas de fusién a antigeno heterélogo

Cuando el antigeno heterdlogo es antigeno proteico propio o no propio, los polipéptidos segun la invencion tal como
se definieron anteriormente tal como VSP de Giardia o un fragmento de la misma pueden fusionarse con el antigeno
heterdlogo.

Por tanto, un aspecto de la invencién se refiere por tanto a la proteina de fusién que comprende un polipéptido que
comprende al menos dos motivos CXXC, en el que C representa un residuo de cisteina y X cualquier residuo de
aminoacido, y que retiene la capacidad de unirse a células epiteliales del intestino, y un antigeno heterélogo.

Segun la invencion, el polipéptido es una VSP de Giardia o un fragmento de la misma.

En una realizacion particular, el polipéptido es el dominio extracelular de una VSP de Giardia o un fragmento de la
misma.

Las proteinas de fusion de la presente invencion pueden prepararse segun técnicas conocidas en la técnica (por
ejemplo mediante el uso de tecnologias de acido nucleico recombinantes).
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Debe indicarse que la presente invencidon también se refiere a los polipéptidos segun la invencién tales como el
dominio extracelular de VSP de Giardia o fragmentos del mismo fusionados con antigenos proteicos heterélogos tal
como se definieron anteriormente asi como a los acidos nucleicos que comprenden secuencias que los codifican.

Polipéptidos segun la invencion — conjugados de antigeno heterélogo

Cuando el antigeno heterélogo es un antigeno no proteico, los polipéptidos segun la invencion tal como se definieron
anteriormente tales como VSP de Giardia o un fragmento de la misma pueden unirse covalentemente al antigeno no
proteico mediante una secuencia de union.

Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere por tanto a conjugados que comprenden un polipéptido que
contiene al menos dos motivos CXXC, en el que C representa un residuo de cisteina y X cualquier residuo de
aminoacido, y que retiene la capacidad de unirse a células epiteliales del intestino, y un antigeno heterélogo. Segun
la invencion, el polipéptido es una VSP de Giardia o un fragmento de la misma.

En una realizacion particular, el polipéptido es el dominio extracelular de una VSP de Giardia o un fragmento de la
misma.

Los conjugados de la presente invencion pueden prepararse segun técnicas conocidas en la técnica (por ejemplo
mediante tecnologias para acoplar moléculas organicas a aminodcidos) y por ejemplo tal como se describe en la
solicitud de patente internacional publicada con el n.° WO 2004/009116, que se incorpora en el documento como
referencia.

Debe indicarse que la presente invencion también se refiere a los polipéptidos segun la invencion tales como el
dominio extracelular de VSP de Giardia o fragmentos del mismo conjugados con antigenos no proteicos heterdlogos
tal como se definieron anteriormente.

Polipéptidos segun la invencion unidos a una particula de vector

En todavia otro aspecto, los polipéptidos segun la invencion tal como se definieron anteriormente tales como VSP de
Giardia o un fragmento de la misma se une a una particula de vector.

Segun la invencion, el polipéptido es una VSP de Giardia o un fragmento de la misma.

En una realizacion particular, el polipéptido es el dominio extracelular de una VSP de Giardia o un fragmento del
mismo.

En otra realizacion, el antigeno heterélogo se une a una particula de vector.

En todavia otra realizacion, los polipéptidos segun la invencion tal como se definieron anteriormente tales como VSP
de Giardia o un fragmento de la misma y el antigeno heterdlogo se unen ambos a la particula de vector.

Por consiguiente, una proteina de fusidon o un conjugado tal como se describié anteriormente puede unirse a la
particula de vector.

Dentro del contexto de la presente invencion, la particula de vector puede ser una particula de vector viral, una
particula de tipo virus (VLP) o una nanoparticula.

En una realizacion particular, la particula de vector es una particula de tipo virus (VLP).

Cuando estan usandose particulas de tipo virus, pueden prepararse segun técnicas conocidas en la técnica y por
ejemplo tal como se describe en la solicitud de patente internacional publicada con el n.° WO 02/34893, que se
incorpora en el documento como referencia.

En una realizacion preferida, la VLP presenta en su superficie el polipéptido segun la invencién tal como una VSP de
un parasito Giardia o un fragmento de la misma.

Por tanto, el polipéptido segun la invencion tal como una VSP de Giardia o un fragmento de la misma puede
exponerse en la superficie de la VLP. En este sentido, el polipéptido segun la invencion tal como una VSP de Giardia
o un fragmento de la misma puede exponerse mediante unién a diversas estructuras, tales como una proteina de la
envuelta o un fragmento de la misma, un ligador sintético, o mediante reaccion enzimatica o quimica, incluyendo
anticuerpo.
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En una realizacién particular, la VLP comprende una envuelta modificada que puede ser una envuelta sintética
(quimérica) que comprende al menos una porcion del dominio transmembrana de una envuelta retroviral fusionada
al polipéptido segun la invencion tal como una VSP de Giardia o un fragmento de la misma.

Por consiguiente, en una realizacion preferida, la VLP presenta una proteina de la envuelta de un virus, tal como una
proteina de la envuelta de un virus de estomatitis vesicular (VSV) o un fragmento de la misma (por ejemplo la region
transmembrana (TM) de la glicoproteina G de VSV) fusionada con el polipéptido segun la invencion tal como una
VSP de Giardia o un fragmento de la misma expuesta en la superficie de la VLP, por ejemplo mediante fusion
quimica o enzimatica con la proteina de la envuelta de VSV o un fragmento de la misma.

En otra realizacion preferida, la VLP presenta (i) una proteina de la envuelta de un virus, tal como una proteina de la
envuelta de un virus de estomatitis vesicular (VSV) o un fragmento de la misma (por ejemplo la regién
transmembrana (TM) de la glicoporteina G de VSV) fusionada con el polipéptido segun la invencién tal como una
VSP de Giardia o un fragmento de la misma y (ii) el antigeno heterdlogo.

En otra realizacion particular, la envuelta sintética puede funcionalizarse, permitiendo de ese modo la unién a la
envuelta sintética, mediante interaccion covalente o no covalente, de cualquier molécula seleccionada de interés. La
envuelta funcionalizada puede comprender un ligador en la que el ligador permite la unién (especifica) de cualquier
molécula seleccionada de interés. Como ejemplo, la envuelta puede comprender un grupo avidina o biotina, que
permite la unién especifica a la misma de una molécula. La molécula unida puede ser el polipéptido segun la
invencion tal como una VSP de Giardia o un fragmento de la misma asi como el antigeno heterdlogo (es decir
antigeno proteico y no proteico).

En una realizacion particular, el antigeno heterélogo esté contenido dentro de la VLP.

En una realizacion preferida, la particula de tipo virus (VLP) comprende una proteina Gag de retrovirus o lentivirus
(tal como el virus de la leucemia murina (VLM) o proteinas Gag de VIH, o fragmentos de las mismas), incluso mas
preferiblemente una proteina Gag de retrovirus modificada. En un ejemplo especifico, la proteina Gag es una
proteina de fusién que comprende el antigeno heterdlogo (es decir hemaglutinina (HA) de influenza) o un fragmento
de la misma (por ejemplo el péptido SFE que consisten en el péptido HA 111-119) que conduce al hecho de que el
antigeno heterdlogo esta contenido dentro de la VLP.

Por consiguiente, el polipéptido segun la invencién tal como una VSP de Giardia o un fragmento de la misma pueden
formar una superficie protectora (tal como se produce de manera natural en los trofozoitos de parasitos) que permite
el suministro correcto del antigeno heterélogo a la mucosa (por ejemplo mucosa intestinal), sin padecer degradacion
en el aparato digestivo y al mismo tiempo el antigeno heterélogo puede ser adyuvado por las propias VSP, para el
desarrollo de una respuesta inmunitaria protectora apropiada.

Debe indicarse que la presente invencion también se refiere a las particulas de tipo virus (VLP) descritas
anteriormente segun la invencion.

En otra realizacion, la particula de vector es una nanoparticula.

Dentro del contexto de la invencion, las nanoparticulas son de pequefio tamanio, lo suficientemente pequefas como
para captarse por células para permitir que el antigeno se presente en la superficie de la célula. En realizaciones
preferidas, las nanoparticulas tienen un ndcleo con un diametro medio de entre 0,5 y 10 nm, mas preferiblemente de
entre 1y 2,5 nm.

El nucleo de la nanoparticula puede ser un nucleo metalico. Preferiblemente, el nicleo metélico comprende Au, Ag o
Cu, por ejemplo una aleacion seleccionada de Au/Ag, Au/Cu, Au/Ag/Cu, Au/Pt, Au/Pd, Au/Ag/Cu/Pd, Au/Fe, Au/Cu,
Au/Gd, Au/Fe/Cu, Au/Fe/Gd o Au/Fe/Cu/Gd.

Preferiblemente, las nanoparticulas de la invencién son solubles en la mayoria de disolventes organicos y
especialmente en agua.

Cuando estan usandose nanoparticulas, pueden prepararse segun técnicas conocidas en la técnica y por ejemplo tal
como se describe en la solicitud de patente internacional publicada con el n® WO 2007/122388, que se incorpora en
el documento como referencia.

En una realizacién preferida, la nanoparticula presenta en su superficie el polipéptido segun la invencién tal como
una VSP de Giardia o un fragmento de la misma.

En otra realizacion preferida, el polipéptido segun la invencion tal como una VSP de Giardia o un fragmento de la
misma y el antigeno heterélogo se unen ambos a la superficie de la nanoparticula.
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Por consiguiente, una proteina de fusiéon o un conjugado tal como se describié anteriormente pueden unirse a la
nanoparticula.

Usos profilacticos y terapéuticos de las composiciones farmacéuticas de la invencion

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicién farmacéutica de la invenciéon para su uso en el
tratamiento o la prevencion de una enfermedad, un trastorno o estados fisioldgicos en un sujeto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sujeto” indica un mamifero, tal como un roedor, un felino, un
canido y un primate. Preferiblemente un sujeto segun la invencién es un ser humano.

En el contexto de la invencidn, el término “tratar” o “tratamiento”, tal como se usa en el presente documento, significa
revertir, aliviar, inhibir el progreso de, o prevenir el trastorno o estado al que se aplica tal término, o uno o mas
sintomas de tal trastorno o estado.

Dentro del significado de la invencién, el término “prevenir’ o “prevenciéon” con respecto a un acontecimiento
pretende significar la disminucién de un riesgo de producirse dicho acontecimiento.

Por consiguiente, una enfermedad, un trastorno o estados fisiolégicos considerados en la invencion pueden
seleccionarse del grupo que consiste en canceres, enfermedades inmunolégicas, enfermedades autoinmunitarias,
rechazos de aloinjertos, enfermedades virales, tales como gripe o SIDA, enfermedades parasitarias tales como
malaria o tripanosomiasis, infecciones bacterianas, tales como tuberculosis, alergias.

La invencion también se refiere a una composicion farmacéutica de la invencién para su uso como vacuna.

La invencién se refiere ademas a una composicion farmacéutica de la invencion, a un polipéptido segun la invencion
tal como una VSP de Giardia o un fragmento de la misma unido a un antigeno heterdlogo de la invencion
(incluyendo proteinas de fusion y conjugados), un polipéptido segun la invencion tal como una VSP de Giardia o un
fragmento de la misma unido a una particula de vector de la invencién para la obtencién de una respuesta
inmunitaria y/o la potenciacion de una respuesta inmunitaria.

La invencion también se refiere a un método de tratamiento o prevencién de una enfermedad, un trastorno o estados
fisiolégicos en un sujeto, en el que dicho método comprende administrar a dicho sujeto una cantidad
terapéuticamente eficaz de la composicién farmacéutica de la invencion.

En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica se administra por via oral.
En otra realizacion, la composicion farmacéutica se administra por via mucosa.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” se entiende como una cantidad minima de agente activo que es necesaria
para conferir beneficio terapéutico a un sujeto. Por ejemplo, una “cantidad terapéuticamente eficaz” para un
mamifero es una cantidad tal que induce, mejora o provoca de otra manera una mejora en los sintomas patolégicos,
la progresion de la enfermedad o estados fisioldgicos asociados con o resistencia a sucumbir a un trastorno.

La invencién también se refiere a un método de inmunizacién de un sujeto, en el que dicho método comprende
administrar a dicho sujeto la composicion farmacéutica de la invencion.

La invencién se refiere ademas al uso de un polipéptido segun la invencién tal como una VSP de Giardia o un
fragmento de la misma como portador para la presentacion de un antigeno heterélogo y la vacunacion,
particularmente vacunacién por via mucosa u oral.

Tal como se mencion6é anteriormente, el polipéptido segun la invenciéon tal como una VSP de Giardia o fragmentos
de la misma favorecen un correcto suministro del antigeno heterélogo a la mucosa sin padecer degradacién extensa
en el aparato digestivo.

En una realizacion, el polipéptido puede unirse a células epiteliales del intestino y/o es resistente a degradacion
quimica y/o enzimatica del tracto gastrointestinal superior.

Segun la invencion, el polipéptido es una proteina de superficie variable (VSP), de Giardia o un fragmento de la
misma.

La invencidn se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse en ninguin caso como limitativos del alcance de la presente invencion.

FIGURAS:
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Figura 1: Se cultivaron esplenocitos marcados con CFSE de ratones SFE-TCR (10%/pocillo) con DC purificados con
CD11c (raz6n 5T:1DC) durante 72 h en medio solo, péptido SFE recombinante o VLPVSP-HA (control positivo) a las
concentraciones indicadas. Los histogramas muestran la proliferacion de células T mediante dilucion con CFSE de
células T especificas para SFE (separadas usando un anticuerpo anti-CD4+ y el anticuerpo anti-clonotipico 6.5 que
reconoce especificamente las células T transgénicas). Los numeros indican el porcentaje de células divididas.

Figura 2: Ensayo ELISPOT (inmunizacién oral con la proteina de fusién HA-VSP). Se determiné la produccion de
IFN-y especifica para HA mediante un ensayo convencional ELISPOT (Mabtech, Sophia Antipolis, Francia). Se
estimularon esplenocitos (5 x 105 células/pocillo) durante la noche a 37°C en el 5% de CO2 con 1 ng/ml de proteina
HA. Se usaron PBS o concanavalina A (5 pl/ml; ConA; Sigma-Aldrich) como controles negativo y positivo,
respectivamente. Después del revelado, se contaron los puntos usando el lector de ELISPOT de AID (ELR03, AID
AutoimmunDiagnostika, Strassberg, Alemania) y se restaron los puntos no especificos detectados en los controles
negativos. Los simbolos representan ratones individuales y las lineas horizontales representan la media geométrica
de cada grupo. *p< 0,05, **p< 0,01.

Figura 3: Respuesta inmunitaria humoral en ratones vacunados por via oral con la proteina de fusién VSP-HA.
Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Se recubrieron placas de microtitulacion de 96 pocillos con
HA H5N1 recombinante. Se afiadieron diluciones en serie de sueros y se incubaron durante 2 h a TA, se revelaron
durante 1 h a TA con anticuerpo de cabra anti-lg de ratéon (H+L) marcado con biotina (Biot. Human adsorbed.
Southern Biotech n.° de catalogo 1010-08), y durante 1 h a TA con un polimero de peroxidasa-estreptavidina
ultrasensible (Sigma-Aldrich). Se midi6 la actividad peroxidasa usando sustrato TMB (Sigma-Aldrich) y se leyeron las
densidades 6pticas a 450 nm (DO450) después de bloquear la reaccion afadiendo HCI. La cantidad de anti HA se
calculd basandose en un anticuerpo monoclonal convencional anti-H5N1 HA (de ratén anti-influenza A,
hemaglutinina aviar H5N1 (HA) n.° de catalogo 17649-55B. USBiological).

Figura 4: Ensayo ELISPOT (inmunizacién oral con VLP pseudotipadas con HA y VSP). Se determiné la produccion
de IFN-y especifico de HA (A) e IL-4- (B) mediante un ensayo convencional ELISPOT (Mabtech, Sophia Antipolis,
Francia). Se estimularon los esplenocitos (5 x 105 células/pocillo) durante la noche a 37°C en el 5% de CO2 con 20
ng de particulas basadas en Gag de VIH pseudotipadas con HA y NAt. Se usaron medio solo o concanavalina A (2
pl/ml; ConA; Sigma-Aldrich) como controles negativo y positivo, respectivamente. Después del revelado, se contaron
los puntos usando el lector de ELISPOT de AID (ELRO3, AID AutoimmunDiagnostika, Strassberg, Alemania) y se
restaron los puntos no especificos detectados en los controles negativos. Los simbolos representan ratones
individuales y las lineas horizontales representan la media geométrica de cada grupo. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<
0,001.

t: Se generaron particulas de lentivirus basadas en Gag de VIH por transfeccion de células 293T con vectores de
expresion que codifican para los componentes virales (pCMV9 (Gag) + HA (pXD14) + NA (pXD15). Se us6 un
ensayo ELISA especifico de p24 de VIH (kit RETRO-TEK# HIV-1 p24 Antigen ELISA; ZeptoMetrixCorp., Nueva York,
EE.UU.) para determinar las concentraciones de p24 en las muestras de vector de lentivirus, segun las instrucciones
del fabricante.

Figura 5: Respuesta inmunitaria humoral en ratones vacunados por via oral con la VLP-VSP HA/NA. Respuestas de
anticuerpos de inhibicién de la hemaglutinacion (HI). Se diluyeron en serie muestras de sueros y se incubaron 1 h a
37°C con 4 unidades de HA de particulas basadas en Gag de VLM pseudotipadas con H5N1 en 25 ul de PBS.
Luego se afiadieron 50 ul de una suspension al 0,5% de eritrocitos de pollo a cada pocillo. Los titulos de anticuerpo
HIl se expresan como el reciproco de la dilucion mas alta de muestras que inhiben la aglutinacién. Los simbolos
representan ratones individuales y las lineas horizontales representan la media geométrica de cada grupo.

EJEMPLOS:

Para obtener una prueba de principio y, simultaneamente, desarrollar un posible candidato a vacuna, se uso6
hemaglutinina del virus de la gripe (HA) como antigeno de vacuna modelo.

Por tanto, para determinar si podria obtenerse una respuesta inmunitaria protectora y completa (T y B) mediante
suministro oral de antigenos de HA portados por VSP, se construyeron varios vectores que permitirian la expresion
concomitante de las VSP y los antigenos de HA. Se us6 la proteina HA del virus influenza A H5N1/Hong Kong como
antigeno para inducir respuestas inmunitarias especificas de células B y células T.

Ejemplo 1:

Materiales y métodos

Generacion de tres constructos de VSP/HA diferentes para usarse como vacunas orales:

13
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Para determinar si podria obtenerse una respuesta inmunitaria protectora y completa (T y B) mediante suministro
oral de antigenos hemaglutinina (HA) de influenza portados por VSP de Giardia, se preparan varios constructos con
el fin de permitir la expresion concomitante de las VSP y los antigenos de HA. Se usaron la proteina HA y su péptido
SFE inmunodominante como antigeno heterdlogo para inducir respuestas inmunitarias especificas de células B y
células T, respectivamente.

Estos constructos de VSP/HA incluyen proteinas de fusion y particulas de tipo virus (VLP) en las que se unen VSP y
antigenos de HA.

Mas precisamente, se generan por tanto tres constructos de VSP/HA diferentes, concretamente:
1- VSP fusionadas al péptido SFE para monitorizar respuestas inmunitarias especificas de células T.

2- VSP fusionadas a la porcion extracelular de HA (AHA) para monitorizar respuestas inmunitarias especificas de
células By células T.

3- Una particula de tipo virus (VLP) que presenta proteinas VSP y HA (forma de longitud completa) en su superficie
ylo el péptido SFE dentro de la particula como una proteina de fusién gag. Las VLP se forman mediante proteinas
Gag de VLM fusionadas con el péptido SFE. Para presentar la proteina VSP en la superficie de las VLP, las VSP se
fusionan con la regién transmembrana (TM) de VSV-G.

Produccién de las proteinas de fusién de VSP y caracterizacion bioquimica:
Control: AHA sola y polipéptido de la invencién: VSP Ex fusionada a la porcién extracelular de HA (AHA).

Mas particularmente, se derivaron las secuencias de ADNc que codifican para la AHA de influenza A H5N1 (Hong
Kong). Se contraté a la empresa Genscript para la produccién de la proteina. Se optimizaron los codones de la
secuencia de ADN de la proteina recombinante y se transformé en bacterias usando los vectores de expresion de la
empresa. Se obtuvo HA recombinante en el sistema de expresién bacteriana usando una cepa de E. coli BL21
(DER3). Para la purificacion de la proteina HA se usé una columna Q en condiciones desnaturalizantes y se replego la
proteina resultante mediante didlisis frente a tris-HCI 50 mM, el 5% de glicerol, pH 8,0.

Para la produccién de la VSP fusionada a la parte extracelular de la proteina HA, se usé HA en su forma soluble —se
deleciond la region TM- (AHA). Se analizaron las secuencias de proteinas usando la plataforma de prediccion de
topologia en linea Phobius (http://phobius.sbc.su.se/).

La VSP de longitud completa contiene una regién extracelular rica en cisteina que contiene numerosos motivos
CXXC. Se eliminaron el péptido sefial, la regiéon transmembrana y los 5 residuos citoplasmicos (VSP Ex). Se uso
VSP 1267 en estos experimentos.

Se optimizaron los codones de la secuencia de la proteina de fusion para clonarla en el sistema de baculovirus. Se
expreso la proteina y se purificd mediante purificacion por afinidad de una etapa usando la etiqueta His presente en
la porcion carboxilo terminal de la proteina.

Produccién de las particulas de retrovirus (VLP) pseudotipadas con VSP y HA en la superficie:

VLP preparadas a partir de una Gag y pseudotipadas con HA y NA (neuraminidasa):

Para el vector de HA, se clond la secuencia de HA H5N1 (Hong Kong) incluyendo su propio dominio TM (vector
pXD14). La HA de tipo natural se pseudotipa de manera natural y muy eficazmente en particulas virales o
pseudovirales. Para la expresion de NA se usé el vector pXD15.

VLP preparadas a partir de una Gag y pseudotipadas con VSP y HA y NA:

Para pseudotipar secuencias de VSP en las VLP, se fusioné el dominio extracelular de las VSP al dominio
transmembrana (TM) de la proteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), que se sabe que se exporta
eficazmente a la membrana plasmatica en células de mamiferos, colocalizada con proteinas Gag, y se pseudotipa
en particulas virales o pseudovirales recién formadas (vector pCP1267).

Nota: para algunos experimentos se us6 una proteina de fusidon Gag-Gp33-41 en vez de GAG, para medir la

respuesta de CD8. Para presentar el péptido Gp33-41 dentro de la particula, se fusioné Gp33-41 al extremo
carboxilo terminal de Gag de VLM (vector pEB1).
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Produccién de ADN: Una vez validados todos los constructos, se amplificaron y purificaron los pldsmidos. La
produccién de plasmidos se realizé usando kits de preparacion libres de endotoxinas (Nucleobond® PC 2000 EF;
Macherey-Nagel, Hoerd, Francia).

Produccién de VLP: Para generar particulas de retrovirus recombinantes, se transfectaron células 293T con los
vectores de expresion generados (pEB1, pCP1267, pXD15 y pXD14). Se concentraron los sobrenadantes que
contienen particulas y se purificaron mediante ultracentrifugacion, con o sin una etapa de purificacion adicional
mediante FPLC.

- Cada lote de VLP se sometié a un analisis de control de calidad para validar la presencia de Gag de VLM, HA o
VSP por diferentes técnicas:

- Se demostrd la funcionalidad del constructo VSP-TM por su expresion apropiada en la superficie de células
transfectadas por el vector pCP1267.

La eficacia de la produccion de VLP y la incorporacion de VSP en o sobre las VLP se evalu6 mediante analisis de
inmunotransferencia de tipo Western en el sobrenadante ultracentrifugado.

Resultados:

Se evalud el correcto pseudotipado de HA en las VLP mediante un ensayo de hemaglutinaciéon. Se incubaron
glébulos rojos (RBC) de pollo en presencia de diluciones en serie de diferentes VLP para evaluar la aglutinacion en
presencia de una proteina HA con buena conformacién. Se usé VLP-HAH5N1/NA como control positivo y VLP-Gag-
GFP como control negativo. La incubacion de RBC con PBS sirve para evaluar el tiempo de sedimentacion.
Mediante esta prueba se mostré que el VLP-VSP-HA/NA desarrollado durante este estudio podia promover la
aglutinacion de RBC de pollo.

Ejemplo 2:

Materiales y métodos:

Validacion in vitro de los tres constructos:

2.1- A nivel bioquimico:

Se realiza inmunoprecipitacion especifica de VSP con el fin de validar los constructos VSP-AHA y VLP. Se analizan
los inmunoprecipitados mediante inmunotransferencia de tipo Western. Se realiza la deteccion de HA y la deteccion
de proteinas HA/Gag con el fin de validar los constructos respectivamente.

2.2- A nivel inmunoldgico:

Para determinar si los antigenos de HA pueden ser reconocidos por células T especificas de HA, se realizan
pruebas de proliferacion in vitro con células T CD4+ especificas de SFE (obtenidas de los ratones transgénicos para
SFE tal como se describe en Kirberg et al. 1994), en presencia de DC sensibilizadas con cada uno de los tres
constructos o cargadas con proteinas recombinantes purificadas.

Resultados:

Se confirmo que el antigeno HA presente en las VLP se procesé correctamente y activo células T especificas de HA
mediante una prueba de proliferacién in vitro usando células T CD4+ especificas de SFE marcadas con CFSE
transgénicas para un TCR que reconoce especificamente el péptido SFE110-119 de HA (obtenido de los ratones
transgénicos para SFE (Kirberg J., 1994). Tal como se observa en la figura 1, las células transgénicas se dividen
activamente en presencia de células dendriticas (DC) pulsadas con el VLP-VSP-HA, indicando que la proteina HA
presente en la VLP se ha procesado y presentado correctamente de un modo restringido por el CMH de clase II.
Ejemplo 3:

Caracterizacion de la respuesta inmunitaria anti-HA y anti-VSP en ratones inmunizados por via oral mediante los
constructos de VSP/HA:

Se analizaron las respuestas inmunitarias locales y sistémicas en ratones en diferentes momentos después de la
vacunacion por via oral.

Modelo:
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Se inmunizan por via oral ratones (H-2°) con VSP-AHA, o HA-VLP (VSP-). Como control, se inmunizan por via oral
ratones con AHA o HA-VLP (VSP-) y se inmunizan por via manera subcutanea con HA-VLP en AI(OH); [control
positivo].

Andlisis:

- Respuestas de células T sistémicas: Se analiza la frecuencia de células T especificas de HA mediante ELISPOT de
IFN-y detras la reestimulacion especifica de HA de las células del bazo.

- Respuestas de células B sistémicas: Se estudia la respuesta anticuerpos especificos de HA en suero mediante
ELISA o ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion.

Inmunizacion oral con la proteina de fusion VSP-HA:
Protocolo de inmunizacién:

Ratones hembra Balb/c (H—2d), de 7 semanas de edad recibieron tres administraciones orales sucesivas de 35 nug de
la proteina AHA recombinante o la proteina AHAVSP recombinante suspendida en PBS-Tween 20 esteéril, al 0,01%
con 3 dias de intervalo. Como control, los ratones recibieron solo vehiculo (control negativo), o se inmunizaron una
vez por via subcutanea con 35 ug de AHA en alumbre (control positivo).

Se analizo la respuesta de células T anti-HA en un grupo de ratones sacrificados el dia 17 (10 dias después de la
ultima dosis oral). Se estudio la respuesta de células B anti-HA en otro grupo de ratones el dia 21 (14 dias después
de la ultima inmunizacion).

Resultados:
Anadlisis de la respuesta de células T:

Tal como se observa en la figura 2, la inmunizacién con la proteina de fusion VSP-HA indujo satisfactoriamente una
respuesta de células T IFN-y especifica de HA en 2 de 2 ratones immunizados, al contrario que la inmunizacién oral
con la proteina HA sola, que no indujo respuesta significativa en 3 de 3 ratones vacunados.

Estos resultados establecen que la fusién del antigeno de HA a la proteina VSP dota a la proteina de fusion de la
capacidad unica de generar una respuesta sistémica de células T especifica de antigeno de HA cuando se
administra por la via oral.

Anadlisis de la respuesta de células B:

Se analizé la generacién de Ac especificos anti-HA mediante ELISA. La administracion oral de la proteina HA no
pudo inducir Ac anti-HA, mientras que la proteina de fusion VSP-HA indujo altos titulos de Ac anti-HA en uno de los
ratones inmunizados por via oral, indicando que en presencia de la VSP, puede generarse una respuesta de células
B sistémica frente a HA (figura 3).

Inmunizacién oral con las VLP pseudotipadas con VSP y HA en la superficie:
Protocolo de inmunizacion:

Ratones hembra Balb/c (H-2d), de 7 semanas de edad recibieron tres administraciones orales sucesivas de 35 ng de
VLP-HA/NA, VLP-VSP-HA/NA suspendidos en PBS-Tween 20 estéril, al 0,01% con 3 dias de intervalo. Como
control, los ratones recibieron vehiculo sélo (control negativo), o se inmunizaron una vez por via subcutanea con 35
ug de VLP-VSP-HA/NA en alumbre (control positivo).

Se sacrificaron los ratones el dia 17 (10 dias después de la ultima dosis oral) y se analizo la respuesta de células T y
B frente a HA.

Resultados:
Andlisis de la respuesta de células T:

Tal como se observa en la figura 4, la inmunizacion con la proteina de fusion VLP-VSP-HA/NA indujo

satisfactoriamente una respuesta de células T IFN-y especifica de HA en 3 de de 3 ratones inmunizados, al contrario

que la inmunizacion oral con VLP-HA/NA, que no indujo respuesta significativa en 3 de 3 ratones vacunados. No se

detectd produccion significativa de IL-4 especifica de HA, sugiriendo que la respuesta inmunitaria generada por la

proteina de fusion es del tipo Th1. Estos resultados establecen que protegiendo la VSP-HA con la proteina VSP dota
16
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a la particula de la capacidad unica de generar una respuesta de células T sistémica especifica de antigeno de HA
cuando se administra por la via oral.

Andlisis de la respuesta de células B:

Para el andlisis de la respuesta de células B sistémica, se cuantificd la respuesta de anticuerpos especificos de HA
en suero usando un ensayo de inhibicion de la hemaglutinacién tal como se muestra en la figura 5. Puede
observarse que solo VLP pseudotipadas con HA y VSP pueden generar anticuerpos especificos anti-HA, indicando
que la presencia de VSP en la VLP era necesaria para la generacion de una respuesta de células B sistémica anti-
HA.

Conclusioén:

Se han producido las vacunas orales compuestas por proteinas quiméricas VSP-HA o VLP que expresan HA
cubiertas con VSP y HA y los controles correspondientes. Se ha validado bioquimicamente que las proteinas VSP y
HA mantienen su conformacién correcta en los constructos correspondientes. Se ha ampliado a escala la produccion
para inmunizar animales por via oral. En estos experimentos se ha observado que al contrario que en la
administracion oral de la proteina HA sola, que no induce una respuesta de células T o B especifica, la
administracion oral de HA transportada por VSP, ya sea como proteina de fusién o en una formulacion de VLP,
genera una respuesta humoral y celular especifica de HA.

Este trabajo demuestra la validez de la estrategia.

El desarrollo de esta plataforma universal para el suministro oral de vacunas debe tener una amplia aplicacién para
diferentes enfermedades infecciosas. Existe un gran interés en la via de administracién oral, en particular para
vacunas profilacticas para vacunacién en masa.

Se desprende de los experimentos que VSP de Giardia y mas generalmente polipéptidos que comprenden al menos
dos motivos CXXC segun la presente invencién parece que representan un excelente portador para transportar un
antigeno candidato a través del tubo digestivo al intestino, donde pueden estar durante un tiempo que permite el
desarrollo de una respuesta inmunitaria. Y lo que no es menos importante, las VSP pueden también actuar como
adyuvantes mucosos, tal como se sugiere por su capacidad de inducir una respuesta inmunitaria (respuesta de
anticuerpos) por si mismos.

De hecho, como prueba de principio se ha mostrado que el dominio extracelular de las VSP del parasito intestinal
Giardia como portador para transportar antigenos candidatos para vacunas orales tiene la capacidad de inducir una
respuesta inmunitaria eficaz frente a la HA de gripe mediante vacunacion oral.
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REIVINDICACIONES
1. Vacuna frente a un antigeno que comprende :
- un antigeno unido a un polipéptido heterélogo para el antigeno,
en la que polipéptido es una proteina de superficie variable (VSP) de Giardia o un fragmento de la misma que
comprende al menos dos motivos CXXC, en el que C representa un residuo de cisteina y X cualquier residuo de

aminoacido, que puede unirse a células epiteliales del intestino.

2. Vacuna segun la reivindicacion 1, en la que el polipéptido es resistente a la degradacion quimica y/o enzimatica
del tracto gastrointestinal superior.

3. Vacuna segun la reivindicacion 1, en la que el polipéptido es el dominio extracelular de VSP.
4. Vacuna segun la reivindicacion 1, en la que el polipéptido se fusiona con dicho antigeno.

5. Vacuna segun la reivindicacion 1, en la que el polipéptido se une a una particula de vector que contiene dicho
antigeno.

6. Vacuna segun la reivindicacion 5, en la que la particula de vector es una particula viral, una particula de tipo virus
(VLP) o una nanoparticula.

7. Vacuna segun la reivindicacién 6, en la que la particula de vector es una VLP que presenta en su superficie el
polipéptido.

8. Vacuna segun la reivindicacion 7, en la que el antigeno esta contenido dentro o en la superficie de la VLP.

9. Vacuna segun la reivindicacién 5, en la que la particula de vector es una nanoparticula que presenta en su
superficie el polipéptido y el antigeno heterélogo.

10. Vacuna segun la reivindicacion 1, para su uso como medicamento.

11. Vacuna para su uso segun la reivindicacion 10, mediante administracion oral.

12. Composicion farmacéutica que comprende al menos la vacuna segun la reivindicacion 1.
13. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 12, para su uso como medicamento.

14. Composicién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 13, mediante administracion oral.
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