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DESCRIPCION
Nanoparticulas que comprenden antigenos y adyuvantes capaces de estimular linfocitos T cooperadores
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nanoparticulas, y mas en particular a nanoparticulas que comprenden adyuvantes
y antigenos, tales como antigenos tumorales y patégenos, y a su uso en una gama de aplicaciones.

Antecedentes de la invencion

El uso de antigenos de hidrato de carbono y peptidicos en vacunas esta obstaculizado en gran medida por su falta
de inmunogenia cuando se inyectan directamente en un paciente. Dichos antigenos, cuando se inyectan solos, por
lo general son ignorados por las células presentadoras de antigenos (CPA), se eliminan rapidamente y no inducen
una respuesta inmunitaria.

En la mayoria de los casos, también es necesario administrar el antigeno en combinaciéon con un adyuvante. El
adyuvante puede ser un sistema de entrega simple tal como liposomas, que ralentizan el aclaramiento del antigeno
y hacen que sea mas probable que sea alcanzado y recogido por las CAP. Sin embargo, esto en si mismo no es
muy eficaz y por lo general es necesario combinarlo con agentes que estimulen el sistema inmunitario, tales como
productos bacterianos que estimulen la formacién de citocinas. También pueden coadministrarse citocinas por si
mismas. Muchos de estos productos son demasiado téxicos o demasiado experimentales para ser utilizados en
seres humanos y los adyuvantes mas eficaces no estan aprobados para el uso humano. La mayoria de los
adyuvantes disponibles para su uso en seres humanos son de eficacia limitada. Encontrar adyuvantes eficaces
adecuados para el uso humano es un desafio continuo.

Los antigenos de hidrato de carbono tienen una inmunogenia particularmente débil, ya que solamente pueden
estimular respuestas de células B y no de linfocitos T. Por lo general esto se aborda mediante la conjugacion de los
hidratos de carbono con una proteina transportadora. Sin embargo, con el fin de provocar una respuesta inmunitaria
también es necesario el uso de un adyuvante.

Los antigenos de hidrato de carbono son dianas potenciales para la inmunoterapia antineoplasica ya que estan
expuestos en la superficie de las células tumorales pero ocultos en las células normales. Muchas bacterias y otros
patdégenos también se distinguen por antigenos de hidrato de carbono que serian una buena diana para vacunas, si
los hidratos de carbono no fueran tan poco inmunégenos. La mejora de la inmunogenia de los antigenos de hidrato
de carbono tendria, por tanto, aplicaciones en una amplia diversidad de campos terapéuticos.

Las células cancerosas casi siempre estan glucosiladas de una manera aberrante, una caracteristica que las
distingue de las células normales. (Glycoconjugate J. (1997), 14:569; Adv. Cancer Res. (1989), 52:257; Cancer Res.
(1996), 56:5309). En la mayoria de los casos, la glucosilacion aberrante se presenta en la superficie de las células
en forma de glucoproteinas y glucolipidos. Por tanto, estas estructuras de hidrato de carbono alteradas pueden
denominarse antigenos asociados a tumores (AAT), que con frecuencia no se producen en las células normales. En
muchos casos, las células no muestran una glucosilacion homogénea, es decir existen diferentes glucoformas de
cadenas de glucano complejas en una superficie celular (Annu. Rev. Biochem. (1988), 57:785).

En el curso del descubrimiento y la posterior caracterizacion de los mas variados antigenos asociados a tumores, la
investigacion ha demostrado que tienen funciones importantes para las células cancerosas. Por ejemplo, los
antigenos asociados a tumores permiten que las células degeneradas demuestren propiedades caracteristicas del
fenotipo maligno, tales como un aumento de la capacidad de adhesién, que desempefian un papel importante en el
establecimiento de las metastasis. Sin embargo, dichos antigenos también pueden, en ciertas etapas, expresarse en
células normales en las que son responsables de las funciones normales de estas células. Por tanto, los antigenos
asociados a tumores son estructuras que son presentadas predominantemente por las células tumorales, en
general, sobre o en la membrana celular, y que les permiten diferenciarse del tejido no maligno. Los antigenos
asociados a tumores pueden ser, por ejemplo, polipéptidos, en particular proteinas glucosiladas o patrones de
glucosilacién de polipéptidos. Otras estructuras que pueden representar un antigeno asociado a tumor incluyen los
glucolipidos, por ejemplo, los gangliésidos, tales como GM2. Dichos antigenos asociados a tumores pueden
representarse por cambios en la composicion de los lipidos de la membrana celular que pueden ser caracteristicos
de las células cancerosas.

Los antigenos asociados a tumores incluyen los siguientes ejemplos.

N-CAM (molécula de adhesion celular neuronal, del inglés Neuronal Cell Adhesion Molecule), que se expresa con
frecuencia en tumores de origen neuronal y que efectia la adhesion homdfila (J. Cell Biol. 118 (1992), 937).

El antigeno de hidrato de carbono Lewis Y, que se produce en la mayoria de los tumores de origen epitelial, pero
que también desempefia un papel importante durante el desarrollo fetal de los tejidos epiteliales. Se ha demostrado
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que la expresion de este antigeno en el cancer de pulmén esta fuertemente asociada a un pronéstico desfavorable
ya que las células de cancer positivas para Lewis Y, obviamente, tienen un potencial metastasico mas alto (N. Engl.
J. Med. 327 (1992), 14).

CEA (antigeno carcinoembrionario, del inglés Carcino Embryonic Antigen), que con frecuencia se produce en
tumores epiteliales del tracto gastrointestinal y que se ha identificado como una molécula de autoadhesién (Cell 57
(1989), 327).

Ep-CAM (molécula de adhesion de células epiteliales, del inglés Epithelial Cell Adhesion Molecule), que se expresa
en casi todos los tumores de origen epitelial, pero que también se produce en un gran nimero de epitelios normales.
Se ha caracterizado como una molécula de autoadhesion y, por tanto, puede clasificarse como un antigeno de
adhesion panepitelial (J. Cell Biol. 125 (1994), 437).

Son ejemplos adicionales de antigenos asociados a tumores el hidrato de carbono Sialil Tn, los antigenos Lewis
(Lewis-x, Lewis-b, estructuras de Lewis y), hidrato de carbono Globo H, ganglibsidos tales como GD2/GD3/GM2,
antigeno prostatico especifico (PSA, del inglés Prostate Specific Antigen), CA 125, CA 19-9, CA 15-3, TAG-72,
receptor de EGF, receptor Her2/Neu, p97, CD20 y CD21. Hay disponibles anticuerpos monoclonales dirigidos contra
todos estos antigenos. Se describen ejemplos de antigenos asociados a tumores en DeVita et al. (Editores,
"Biological Therapy of Cancer", 2° Edicion, Capitulo 3: Biology of Tumor Antigens, Lippincott Company, ISBN 0-397-
51416-6 (1995), (Elektrophoresis (1999), 20:362; Curr. Pharmaceutical Design (2000), 6:485, Neoplasma (1996),
43:285)).

Existen diversos métodos de tratamiento del cancer, sin embargo, todavia ha de mejorarse la tasa de éxito de las
pautas de tratamiento actuales. Aparte de la cirugia y la quimioterapia, también se conoce el tratamiento
inmunoterapico.

En la inmunoterapia pasiva, los anticuerpos monoclonales (MAb, del inglés Monoclonal Antibody) se administran por
via sistémica a un paciente en una cantidad adecuada de unirse directamente a una diana. El objetivo del
tratamiento es formar un complejo inmunitario y, a través de una serie de reacciones inmunitarias, se destruye la
célula u organismo afectado por la diana. El efecto terapéutico depende de la concentracion de los MAb en la
circulacion y de su semivida biolégica, que suele ser bastante corta. Por tanto, es necesario repetir la administracion
dentro de un plazo de tiempo adecuado. Si se usan MAb xenégenos, tales como anticuerpos murinos, se esperan
reacciones adversas, que conduzcan posiblemente a un choque anafilactico. Debido a este inconveniente, dichas
inmunoterapias se emplean durante un tiempo limitado solamente.

Las pautas de inmunizacién activa activan el sistema inmunitario de los pacientes de una manera diferente. Después
de la administracién de un antigeno que se parece a una diana especifica, la respuesta inmunitaria humoral y la
especifica de linfocitos T del paciente inducen mecanismos de defensa para combatir la diana in vivo. Se conocen
bien en la técnica antigenos de vacuna de diversos tipos y frente a una amplia diversidad de diferentes
enfermedades. Por ejemplo, la vacunacién contra la hepatitis B usando vacunas que contienen antigenos de
superficie de la hepatitis B es bien conocida. Se ha demostrado que los intervalos de dosis altas de antigenos
utilizados para la vacunacion, asi como la vacunacién con dosis bajas, pueden proporcionar tasas suficientes de
seroconversion (Parish D.C. et al., 1991, Southern Medical Journal, 84, 426-430 Goudeau A. et al., 1984, The
Lancet, 10, 1091-1092).

También se conocen proteinas de fusiébn de manano-mucina y pueden usarse para la generacion de linfocitos T
citotoxicos. Se ha demostrado que dependiendo de la dosificacion de la proteina de fusién administrada a ratones,
puede inducirse ya sea casi solamente inmunidad celular (dosis bajas) o solamente inmunidad humoral (dosis altas)
(Pietersz G.A. et al., 1998, Cancer Immunol. Immunother., 45, 321-326).

Para la inmunizacion activa, los antigenos por lo general se presentan en una formulacion inmunégena para
proporcionar una vacuna. Los antigenos que imitan las dianas tienen similitudes en cualquiera de las secuencias
primaria y secundaria de las dianas o fragmentos de las mismas. Los antigenos mimotopos o mimotépicos, sin
embargo, tienen similitudes en la estructura terciaria de la diana.

Aunque se han desarrollado muchos productos para el tratamiento del cancer todavia existe una gran demanda para
proporcionar sustancias que tengan caracteristicas mejoradas en comparacion con las sustancias ya conocidas. En
particular, en el campo de la vacunacion, existe una necesidad de productos que sean altamente inmundgenos,
facilmente reproducibles y altamente eficaces, pero que no provoquen efectos secundarios graves.

Barrientos et al., 2003, Chemistry, Vol. 9, N.° 9, paginas 1909-1921, describe gluconanoparticulas de oro como
ligandos polivalentes sintéticos que imitan superficies similares al glucocdliz como herramientas para estudios
glucobioldgicos.

Rojo et al., 2004, Chembiochem., Vol. 5, N.° 3, paginas 291-297, describe gluconanoparticulas de oro como nuevas
herramientas en la terapia antiadhesiva.
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El documento WO 98/43677 describe un conjugado de hidrato de carbono péptido y su uso para inducir una
respuesta inmunitaria.

Jests de la Fuente et al, 2004, Glycoconjugate Journal, vol. 21., N.° 3-4, péaginas 149-163, describe
gluconanoparticulas de oro que imitan la agrupacion de glucoesfingolipidos (GSL, del inglés glycosphingolipid) en la
membrana celular.

Ada G., 2001, New England Journal of Medicine, vol. 345, N.° 14, paginas 1042-1053, describe vacunas y la
vacunacion.

Edelman R., 2000, Methods in Molecular Medicine, Vol. 42, paginas 1-27, describe métodos de preparacién y
protocolos de investigacion relacionados con adyuvantes de vacunas.

El documento WO 2005/002643 A2 describe métodos y productos para la entrega de moléculas bioldgicas a las
células usando nanoestructuras de componentes mltiples. En particular, la nanoestructura puede incluir antigenos y
ciertos adyuvantes para su uso en aplicaciones de vacunacion.

El documento WO 02/32404 (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas) desvela nanoparticulas formadas a
partir de atomos metalicos 0 semiconductores en los que los ligandos que comprenden hidratos de carbono estan
unidos covalentemente al ndcleo de las nanoparticulas. Estas nanoparticulas se usan para modular interacciones
mediadas por hidratos de carbono y son solubles y atdxicas. La solicitud PCT que reivindica la prioridad del
documento GB-A-0313259.4 (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas y Midatech Limited) desvela
nanoparticulas magnéticas que tienen nicleos que comprenden atomos metalicos pasivos y magnéticos, estando el
ndcleo unido covalentemente a ligandos. La solicitud GB 0411537.4 (Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas y Midatech Limited) desvela nanoparticulas que incluyen nanoparticulas magnéticas que estan
conjugadas a ligandos de ARN, en particular ligandos de ARNip.

Sumario de la invencion

En términos generales, la presente invencién se refiere a nanoparticulas que comprenden adyuvantes y antigenos
como se definen en las reivindicaciones.

En un primer aspecto la presente invencion proporciona una nanoparticula que comprende un nucleo que incluye
atomos metdlicos y/o semiconductores, en la que el nicleo esta unido covalentemente a una pluralidad de ligandos
y los ligandos comprenden

al menos un antigeno, y

al menos un adyuvante peptidico que activa linfocitos T cooperadores, y en la que el ndcleo de la nanoparticula tiene
un diametro medio de entre 0,5y 10 nm.

En algunos casos la nanoparticula comprende adicionalmente al menos un ligando que comprende un grupo
monosacaridico.

En algunos casos el adyuvante peptidico comprende un sitio de escision de proteasa. En particular, el adyuvante
peptidico puede comprender la secuencia de aminoacidos FKLQTMVKLFNRIKNNVA.

En algunos casos el antigeno es un antigeno especifico de tumor. En particular, el antigeno puede ser un antigeno
de hidrato de carbono. En ciertos casos el antigeno esta sialilado. Por ejemplo,
el antigeno puede ser sialil Tn, sialil Lewis a, sialil Lewis x o sialil Lewis y.

En algunos casos el antigeno es un antigeno especifico de patégeno. Por ejemplo, el patégeno puede una bacteria,
un virus 0 un parasito.

En algunos casos al menos uno de los ligandos esta unido a la nanoparticula a través de un grupo enlazador. En
particular, el grupo enlazador puede comprender un grupo tiol, un grupo alquilo, un grupo glicol o un grupo peptidico.
Por ejemplo, el grupo enlazador puede comprender alquilo C2-C15 y/o glicol C2-C15. En particular, el grupo
enlazador puede ser alquilo C2-C15 o hexaetilenglicol-alquilo C11.

En algunos casos la nanoparticula comprende un marcador. En particular, el marcador puede ser un grupo
fluorescente, un radiontclido, un marcador magnético, un colorante, un atomo activo en RMN o un atomo que es
susceptible de deteccién usando resonancia de plasmoén superficial. En ciertos casos, el marcador magnético es un
grupo paramagnético que comprende Mn*?, Gd*™®, Eu*?, Cu™®, v*?, Co™®, Ni*?, Fe*?, Fe™ o lantanidos™. En ciertos
casos, el atomo activo en RMN es Man*?, Gd*3, Eu*?, cu*?, V%, Co™, Ni*?, Fe*, Fe*® o lantanidos™.

En algunos casos la nanoparticula es hidrosoluble.
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En algunos casos el nlcleo de la nanoparticula puede tener un diametro medio de entre 1y 2,5 nm.
En algunos casos la nanoparticula que incluye sus ligandos tiene un diametro medio de entre 10 y 30 nm.

En algunos casos el ndcleo de la nanoparticula es un nicleo metdlico. En particular, el nicleo metalico puede
comprender Au, Ag o Cu. En ciertos casos el nicleo metdlico es una aleacion seleccionada entre 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. En ciertos casos
el nucleo de la nanoparticula es magnético. En ciertos casos la nanoparticula comprende atomos de metal pasivos y
atomos de metal magnéticos en el nlcleo en una relacion entre aproximadamente 5:0,1 y aproximadamente 2:5. Por
ejemplo, el metal pasivo puede ser oro, platino, plata o cobre, y el metal magnético puede ser hierro o cobalto.

En algunos casos el ndcleo de la nanoparticula comprende atomos semiconductores. En ciertos casos los atomos
semiconductores son capaces de actuar como un punto cuantico.

En algunos casos los ligandos comprenden adicionalmente un péptido, un dominio proteinico, un segmento de acido
nucleico, un glucolipido o una glucoproteina. En particular, el segmento de acido nucleico puede comprender ADN o
ARN. En un segundo aspecto la presente invencion proporciona una composicién que comprende una poblacion de
una o mas de las nanoparticulas del primer aspecto de la invencion.

En algunos casos la composicién comprende adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En un tercer aspecto la presente invencion proporciona un método de preparacion de nanoparticulas del primer
aspecto de la invencién mediante la conjugacion de dicho al menos un antigeno y el dicho al menos un adyuvante
peptidico que activa los linfocitos T cooperadores con el nicleo de la nanoparticula, comprendiendo el método:

derivatizar el antigeno con un enlazador;

derivatizar el adyuvante peptidico con un enlazador; y

hacer reaccionar el antigeno y el adyuvante peptidico derivatizados con enlazador con reactivos para producir el
ndcleo de la nanoparticula de manera que durante el autoensamblaje de las nanoparticulas, los nacleos de
nanoparticulas se unan al antigeno y el adyuvante peptidico a través del enlazador.

En algunos casos el grupo enlazador comprende un grupo tiol, un grupo alquilo, un grupo glicol o un grupo peptidico.
En casos particulares el grupo enlazador comprende alquilo C2-C15 y/o glicol C2-C15. Por ejemplo, el grupo
enlazador puede ser alquilo C2-C15 o hexaetilenglicol-alquilo C11.

En algunos casos la mezcla de reaccion comprende el antigeno derivatizado, el adyuvante derivatizado, una sal de
los atomos metalicos y/o semiconductores y un agente reductor para producir las nanoparticulas.

En un cuarto aspecto la presente invencién proporciona nanoparticulas obtenibles mediante el método del tercer
aspecto de la invencion.

En un quinto aspecto la presente invencion proporciona nanoparticulas del primer aspecto de la invencién, o una
composicion del segundo aspecto de la invencion, para su uso en terapia preventiva o paliativa.

En un sexto aspecto la presente invencién proporciona nanoparticulas del primer aspecto de la invencion, o una
composicion del segundo aspecto de la invencion, para su uso como vacuna.

En un séptimo aspecto la presente invencién proporciona el uso de nanoparticulas como se define en una cualquiera
de las reivindicaciones 5 a 8 para la preparacién de un medicamento para el tratamiento del cancer. En algunos
casos el cancer es el cancer de colon, pancreas, intestino, pulmon, higado, ovario o vejiga. En ciertos casos las
nanoparticulas comprenden una sefial de translocacion de membrana de modo que sean capaces de penetrar a
través de la membrana celular.

En un octavo aspecto la presente invencion proporciona el uso de nanoparticulas como se define en la reivindicacion
9 o la reivindicacion 10 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad infecciosa.
En ciertos casos la enfermedad infecciosa es la malaria o la tuberculosis. En ciertos casos las nanoparticulas
comprenden una sefial de translocacion de membrana de manera que sean capaces de penetrar a través de la
membrana celular.

Las realizaciones de la presente invencién se describiran ahora a modo de ejemplo y no de limitacién con referencia
a las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la estructura de los ligandos Glc (A), Stn (B) y Le” (C).
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La Figura 2 muestra la estructura del ligando peptidico de T cooperador BC11.
La Figura 3 muestra la estructura del ligando peptidico de T cooperador BMIX.

La Figura 4A muestra los espectros de RMN de la mezcla de partida (superior) y las nanoparticulas resultantes
(inferior) para la nanoparticula | de BC11.

La Figura 4B muestra los espectros de RMN de la mezcla de partida (superior) y las nanoparticulas resultantes
(inferior) para la nanoparticula Il de BC11.

La Figura 5A muestra una micrografia electronica de transmision (izquierda) y un histograma de distribucion de
tamafio (derecha) para la nanoparticula | de BC11.

La Figura 5B muestra una micrografia electronica de transmision (izquierda) y un histograma de distribucion de
tamafio (derecha) para la nanoparticula 1l de BC11.

La Figura 6 muestra representaciones esquematicas supuestas de la nanoparticula | de BC11.

La Figura 7 muestra titulos séricos de IgG frente a HSA-Le” de ratones inoculados con BC11 | (circulos y
cuadrados) o BC11 Il (triangulos). Se muestra el suero de control de ratones no inoculados como un solo
cuadrado relleno. Las flechas indican el momento de las inoculaciones.

La Figura 8 muestra titulos séricos de IgG frente a HSA-Le’ de ratones inoculados con BC11 Il (triangulos) o
BC11 IV (cuadrados y circulos). Se muestra el suero de control de ratones no inoculados como un solo cuadrado
abierto. Las flechas indican el momento de las inoculaciones.

La Figura 9 muestra los titulos séricos de IgG de ratones inoculados con BC11 Il con primovacunacion con
toxina tetanica. Las flechas indican el momento de las inoculaciones.

Descripcion detallada

Nanoparticulas

Las nanoparticulas son particulas pequefias, por ejemplo, agrupaciones de atomos metalicos o semiconductores,
que pueden usarse como un sustrato para la inmovilizacién de ligandos.

Las nanoparticulas de la invencién son solubles en la mayoria de disolventes organicos y especialmente en agua.
Esto puede usarse en su purificacion y significa de forma importante que pueden usarse en solucién para presentar
el ligando inmovilizado sobre la superficie de la particula. El hecho de que las nanoparticulas sean solubles tiene la
ventaja de presentar los ligandos en una conformacién natural. Para las aplicaciones terapéuticas, las
nanoparticulas son atoxicas, solubles y estables en condiciones fisiolégicas.

Las nanoparticulas tienen ndcleos que tienen diametros medios de entre 0,5 y 10 nm, mas preferentemente de entre
0,5 y 5 nm, mas preferentemente de entre 0,5y 3 nm e incluso mas preferentemente de entre 0,5y 2,5 nm. Cuando
se consideran los ligandos ademas de los nicleos, el diametro medio global de las particulas preferentemente es de
entre 5,0 y 100 nm, mas preferentemente de entre 5 y 50 nm y mucho mas preferentemente de entre 10 y 30 nm. El
diametro medio puede medirse usando técnicas bien conocidas en la técnica tales como microscopia electronica de
transmision.

El material del nucleo puede ser un metal o un semiconductor y puede estar formado por mas de un tipo de atomo.
Preferentemente, el material del nicleo es un metal seleccionado entre Au, Fe o Cu. Los nucleos de nanoparticulas
también pueden formarse a partir de aleaciones incluyendo Au/Fe, Au/Cu, Au/Gd, Au/Fe/Cu, Au/Fe/Gd y
Au/Fe/Cu/Gd y pueden usarse en la presente invencién. Son materiales de nucleo preferidos Au y Fe, siendo el
material mas preferido el Au. Los nucleos de las nanoparticulas comprenden preferentemente entre
aproximadamente 100 y 500 atomos (por ejemplo, atomos de oro) para proporcionar diametros del nicleo en el
intervalo de nanémetros. Otros materiales de nucleo particularmente Utiles estdn dopados con uno o mas atomos
gue son activos en RMN, permitiendo que las nanoparticulas se detecten usando RMN, tanto in vitro como in vivo.
Los ejemplos de atomos activos en RMN incluyen Mn*?, Gd*3, Eu*?, cu*?, v*?, Co*?, Ni*?, Fe*?, Fe™y lantanidos™, o
los puntos cuanticos descritos en otra parte en de la presente solicitud.

Pueden detectarse nucleos de nanoparticulas que comprenden atomos semiconductores ya que los cristales
semiconductores de escala nanométrica son capaces de actuar como puntos cuanticos, es decir, pueden absorber
luz excitando de este modo electrones en los materiales a niveles de energia mas altos, liberando posteriormente
fotones de luz a frecuencias caracteristicas del material. Un ejemplo de un material de ndcleo semiconductor es el
seleniuro de cadmio, el sulfuro de cadmio, el teluro de cadmio. También se incluyen los compuestos de cinc tales
como el sulfuro de cinc.
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En algunas realizaciones, el nicleo de las nanoparticulas puede ser magnético y comprender atomos metalicos
magnéticos, opcionalmente en combinacién con atomos metalicos pasivos. A modo de ejemplo, el metal pasivo
puede ser oro, platino, plata o cobre y el metal magnético puede ser hierro o gadolinio. En realizaciones preferidas,
el metal pasivo es oro y el metal magnético es hierro. En este caso, de manera practica la relacion de atomos
metalicos pasivos a atomos metalicos magnéticos en el nicleo es de entre aproximadamente 5:0,1 y
aproximadamente 2:5. Mas preferentemente, la relacién es de entre aproximadamente 5:0,1 y aproximadamente 5:1.
Como se usa en el presente documento, la expresion "metales pasivos" se refiere a metales que no muestran
propiedades magnéticas y son quimicamente estables a la oxidacion. Los metales pasivos pueden ser
diamagnéticos o superparamagnéticos. Preferentemente, dichas nanoparticulas son superparamagnéticas.

Los ejemplos de nanog)artlculas %ue tlenen nucleos que comprenden un metal paramagnetlco |ncluyen Ios que
comprenden Mn*?, Gd* , Cu™, V*? Co*? Ni*?, Fe*, Fe" ylantanldos Eu*?, cu*?, V™, Co* Ni*?, Fe™, Fe™ y
lantanidos-"3.

Pueden formarse otras nanoparticulas magnéticas a partir de materiales tales como MnFe (ferrita espinela) o CoFe
(ferrita de cobalto) que pueden conformarse en nanoparticulas (fluido magnético, con o sin la adicion de un material
de nucleo adicional como se ha definido anteriormente. Se proporcionan ejemplos de la quimica de unién por
autoensamblaje para la producciéon de dichas nanoparticulas en Biotechnol. Prog., 19:1095-100 (2003), J. Am.
Chem. Soc. 125:9828-33 (2003), J. Colloid Interface Sci. 255:293-8 (2002).

En algunas realizaciones, la nanoparticula de la presente invencién o su ligando comprende un marcador detectable.
El marcador puede ser un elemento del nicleo de la nanoparticula o el ligando. El marcador puede ser detectable
debido a una propiedad intrinseca de ese elemento de la nanoparticula o por estar unido, conjugado o asociado a un
resto adicional que sea detectable. Los ejemplos preferidos de marcadores incluyen un marcador que es un grupo
fluorescente, un radionuclido, un marcador magnético o un colorante. Los grupos fluorescentes incluyen
fluoresceina, rodamina o tetrametil rodamina, Rojo de Texas, Cy3, Cy5, etc. y pueden detectarse por la excitacion
del marcador fluorescente y la deteccion de la luz emitida usando espectroscopia de dispersion Raman (Y.C. Cao,
R. Jin, C. A. Mirkin, Science 2002, 297:1536-1539).

En algunas realizaciones, las nanoparticulas pueden comprender un radiondclido para su uso en la deteccion de la
nanoparticula usando la radiactividad emitida por el radionuclido, por ejemplo, mediante el uso de PET, SPECT o
para terapia, es decir, para destruir células diana. Los ejemplos de radiontclidos utlllzados habitualmente en la
técnica que se podria adaptar facilmente para su uso en Ia presente |nvenC|on mcluyen ™Tc, que existe en diversos
estados de oxidacion aungue el méas estable es TcO*; **P o ¥p; *Co; ° Ccu que se utiliza con frecuencia en
forma de sales de Cu®"; “Ga que se utiliza habnualmente en forma de sal de Ga Eor ejemplo, citrato de galio;

®Ge; #sr; ®Mo; 1pd; *'In que en general se usa en forma de sales de In**; **°l 0 **!I que en general se usa en
forma de yoduro de sodio; **'Cs; 113Gd 1835m: 1*8au; °Re; 211 utilizado en general en forma de una sal de TI" tal
como cloruro de talio; 2Y¥"; ™Lu™"; y 2Cr?*. El uso general de radiontclidos como marcadores e indicadores es bien
conocido en la técnica y podrla ser adaptado facilmente por el experto en la materia para su uso en los aspectos de
la presente invencién. Los radiondclidos pueden emplearse mas faciimente mediante el dopado de los nulcleos de
las nanoparticulas o pueden incluirse como marcadores presentes como parte de ligandos inmovilizados sobre las
nanoparticulas.

Adicionalmente o como alternativa, las nanoparticulas de la presente invencién, o los resultados de sus
interacciones con otras especies, pueden detectarse usando varias técnicas bien conocidas en la técnica usando un
marcador asociado a la nanoparticula como se ha indicado anteriormente o mediante el empleo de una propiedad de
los mismos. Estos métodos de deteccion de nanoparticulas pueden ir desde la deteccién de la agregacion que se
produce cuando las nanoparticulas se unen a otras especies, por ejemplo, mediante simple inspeccion visual o
mediante el uso de dispersién de luz (transmitancia de una solucién que contiene las nanoparticulas), hasta el uso
de técnicas sofisticadas tales como la microscopia electrénica de transmision (MET) o la microscopia de fuerza
atomica (MFA) para visualizar las nanoparticulas. Un método de deteccion adicional de particulas metdlicas es
emplear resonancia de plasmén que es la excitacién de electrones en la superficie de un metal, por lo general
provocada por radiacion optica. El fenédmeno de la resonancia de plasmén superficial (SPR, del inglés Surface
Plasmon Resonance) existe en la interfase de un metal (tal como Ag o Au) y un material dieléctrico tal como aire o
agua. Se producen cambios en la SPR cuando los analitos se unen al ligando inmovilizado sobre la superficie de
una nanoparticula cambiando el indice de refraccion de la interfaz. Una ventaja adicional de la SPR es que puede
usarse para controlar las interacciones en tiempo real. Como se ha mencionado anteriormente, si las nanoparticulas
incluyen o estan dopadas con atomos que son activos en RMN, entonces puede usarse esta técnica para detectar
las particulas, tanto in vitro como in vivo, usando técnicas bien conocidas en la técnica. También pueden detectarse
nanoparticulas usando un sistema basado en la amplificaciéon de la sefial cuantitativa usando la reduccién de plata
(I) promovida por nanoparticulas. Puede usarse espectroscopia de fluorescencia si las nanoparticulas incluyen
ligandos como sondas fluorescentes. Ademas, el marcado isotdpico de los hidratos de carbono puede usarse para
facilitar su deteccion.

Los ligandos pueden incluir un componente de hidrato de carbono inerte (por ejemplo, glucosa) que permita
controlar a voluntad la densidad de antigenos y vehiculo en la construccion final.
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Antigeno

Un antigeno es una molécula que es reconocida especificamente por las células del sistema inmunitario adaptativo,
es decir, linfocitos T o células B o ambos.

Los antigenos incluyen proteinas, hidratos de carbono, acido nucleico o incluso moléculas pequefias tales como
toxinas. En realizaciones preferidas de la presente invencién, el antigeno es un antigeno especifico de tumor, en
particular un antigeno especifico de tumor peptidico o de hidrato de carbono. En otras realizaciones preferidas, el
antigeno es un antigeno que se encuentra en un agente patégeno, tal como un virus, bacteria o parasito.

Los ejemplos de antigenos especificos de tumor de hidrato de carbono incluyen estructuras de Lewis sialiladas y sin
sialilar transportadas por las cadenas de hidrato de carbono de glucoproteinas y glucolipidos en la superficie de las
células tumorales. Estos antigenos con frecuencia se sobreexpresan en tumores y parecen estar implicados en la
adhesién de células tumorales al endotelio. Por ejemplo, sialil Lewis® es responsable de la adhesién en células de
cancer de colon, de pancreas y gastrico humanos, mientras que sialil Lewis” es responsable de la union de células
de céancer de pulmén, higado y ovario. EL sialil Le" se sobreexpresa en el cancer colorrectal, hepatico y gastrico
(para revision véase Ugorski y Laskowska (2002), Acta Biochimican Polonica, 49, 303-311).

Adyuvante

Un adyuvante es un agente que potencia la respuesta inmunitaria a un antigeno. Los adyuvantes pueden potenciar
la respuesta de anticuerpos mediante la estimulacion de células de la respuesta inmunitaria adaptativa y/o pueden
actuar reforzando de forma no especifica la actividad del sistema inmunitario innato. En general,

los antigenos que potencian la respuesta de anticuerpos lo hacen ya sea concentrando antigeno en sitios
apropiados donde estén mas expuestos a los linfocitos 0 mediante la estimulacion de la produccién de citocinas.

De acuerdo con la presente invencion, el adyuvante es un adyuvante peptidico que activa linfocitos T cooperadores.

Cuando se usan como una plataforma de entrega de vacuna, las nanoparticulas por si mismas pueden actuar como
adyuvantes proporcionando el antigeno en forma de particulas de manera que sea ingerido mas facilmente por
células presentadoras de antigeno, tales como macréfagos. Sin embargo, este efecto puede potenciarse en gran
medida mediante el uso de otros agentes conjugados con las nanoparticulas que potencien otros aspectos del
sistema inmunitario.

Los adyuvantes que aumentan la actividad del sistema inmunitario innato incluyen restos de hidrato de carbono tales
como xilosa, fucosa, manosa y N-acetil glucosamina. Estos funcionan de varias maneras. Pueden unirse a
moléculas secretadas que circulan en la sangre y la linfa, que desencadenan la disociacion de los componentes del
complemento conduciendo a la fijacion del complemento. También pueden unirse a receptores de superficie en
células fagociticas tales como macréfagos, tales como CD2-6 (MMR), que estimulan la fagocitosis y la endocitosis

Dichos adyuvantes también pueden desempefiar un papel en la estimulacién de la respuesta inmunitaria adaptativa.

Pueden unirse a receptores de la superficie celular que inician una sefial que conduce a la liberacion de moléculas
efectoras (citocinas). Por ejemplo, la unién de hidrato de carbono a receptores de tipo Toll en la superficie de células
dendriticas provoca que secreten citocinas, incluyendo la interleucina 6 (IL-6), que interfiere con la capacidad de los
linfocitos T reguladores de suprimir las respuestas de los linfocitos T efectores a antigeno.

Las células B también tienen receptores de tipo Toll. Cuando el receptor esta unido, potencia la respuesta de la
célula B al antigeno.

Otros adyuvantes estimulan directamente las células de la respuesta inmunitaria adaptativa. Por ejemplo, pueden
usarse péptidos que estimulan respuestas de linfocitos T cooperadores (HTL, del inglés helper T lymphocyte), para
amplificar la respuesta CTL al péptido antigénico. Dichos péptidos pueden ser, por ejemplo, antigenos altamente
inmunogenos de toxoide tetanico que producen una respuesta HTL no especifica. Los HTL activados potencian las
funciones de proliferacion, de supervivencia y efectoras de los CTL.

Dichos péptidos tienen una utilidad particular en la potenciacién de la respuesta inmunitaria a los antigenos de
hidrato de carbono. Aunque los antigenos de hidrato de carbono pueden ser unidos e internalizados por las células
B especificas de hidrato de carbono, no pueden activar los HTL que solo se activan mediante péptidos. Sin
embargo, las nanoparticulas de la invencién pueden provocar respuestas tanto de células B como de HTL a medida
que se conjugan tanto con el antigeno de hidrato de carbono como con un péptido activador de HTL. Esto
proporciona una respuesta inmunitaria muy mejorada.

Administracién y tratamiento

Las composiciones de nanoparticulas de la invencion pueden ser para la administracién a los pacientes por
cualquier numero de vias diferentes, incluyendo las vias enterales o parenterales. La administracién parenteral
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incluye la administracion por las siguientes vias: intravenosa, cutanea o subcutanea, nasal, intramuscular,
intraocular, transepitelial, intraperitoneal y tdpica (incluyendo la dérmica, ocular, rectal, nasal, por inhalacién y
aerosol) y vias sistémicas rectales.

La administracion puede realizarse, por ejemplo, mediante inyeccion o de forma balistica usando una pistola de
entrega para acelerar su paso transdérmico a través de la capa externa de la epidermis. Las nanoparticulas pueden
ser recogidas, por ejemplo, por células dendriticas, que maduran a medida que migran a través del sistema linfatico,
dando como resultado la modulaciéon de la respuesta inmunitaria y la vacunacién contra el antigeno. Las
nanoparticulas también pueden administrarse en aerosoles. Esto se hace posible por el tamafio pequefio de las
nanoparticulas.

El tamafio excepcionalmente pequefio de las nanoparticulas de la presente invencion es una gran ventaja para la
entrega a células y tejidos, ya que pueden ser recogidas por las células incluso cuando estan unidas a moléculas de
direccion o terapéuticas.

Las nanoparticulas de la invencion pueden formularse como composiciones farmacéuticas que pueden estar en las
formas de composiciones sélidas o liquidas. Dichas composiciones comprenderan generalmente un vehiculo de
algun tipo, por ejemplo un vehiculo sélido tal como gelatina o un adyuvante o un diluyente inerte, o un vehiculo
liquido tal como agua, petréleo, aceites de origen animal o vegetal, aceite mineral 0 aceite sintético. Pueden incluirse
solucién salina fisiolégica o glicoles tales como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Dichas composiciones y
preparaciones generalmente contienen al menos el 0,1 % en peso del compuesto.

Para la inyeccion intravenosa, cutanea o subcutanea, o la inyeccion en el sitio de la afeccion, el principio activo
estard en forma de una solucién acuosa parenteralmente aceptable que esté libre de pirégenos y tenga un pH, una
isotonicidad y una estabilidad adecuados. Los expertos relevantes en la materia son capaces de preparar soluciones
adecuadas usando, por ejemplo, soluciones de los compuestos o un derivado de las mismas, por ejemplo en
solucion salina fisiologica, una dispersion preparada con glicerol, polietilenglicol liquido o aceites.

Ademas de uno o mas de los compuestos, opcionalmente en combinacion con otro principio activo, las
composiciones pueden comprender uno o mas de un excipiente, vehiculo, tampdn, estabilizador, agente
isotonizante, conservante o antioxidante farmacéuticamente aceptable u otros materiales bien conocidos por los
expertos en la materia. Dichos materiales deben ser atdxicos y no deben interferir con la eficacia del principio activo.
La naturaleza precisa del vehiculo u otro material puede depender de la via de administracién, por ejemplo, por via
oral o parenteral.

Las composiciones farmacéuticas liquidas normalmente se formulan para que tengan un pH de entre
aproximadamente 3,0 y 9,0, mas preferentemente de entre aproximadamente 4,5 y 8,5 e incluso mas
preferentemente de entre aproximadamente 5,0 y 8,0. El pH de una composicién puede mantenerse mediante el uso
de un tampdn tal como acetato, citrato, fosfato, succinato, Tris o histidina, empleados normalmente en el intervalo de
aproximadamente 1 mM a 50 mM. El pH de las composiciones puede ajustarse de otro modo usando acidos o bases
fisiolégicamente aceptables.

Generalmente, se incluyen conservantes en las composiciones farmacéuticas para retardar el crecimiento
microbiano, extendiendo la vida util de las composiciones y permitiendo el envasado de miltiples usos. Los ejemplos
de conservantes incluyen fenol, metacresol, alcohol bencilico, acido para-hidroxibenzoico y sus ésteres,
metilparabeno, propilparabeno, cloruro de benzalconio y cloruro de bencetonio. Normalmente se emplean
conservantes en el intervalo de aproximadamente el 0,1 al 1,0 % (p/v).

Preferentemente, las composiciones farmacéuticas se proporcionan a un individuo en una cantidad profilacticamente
eficaz 0 una cantidad terapéuticamente eficaz (como sea el caso, aunque la profilaxis puede considerarse terapia),
siendo esto suficiente para mostrar un beneficio al individuo. Normalmente, esto sera para provocar una actividad
terapéuticamente (til proporcionando un beneficio al individuo. La cantidad real de los compuestos administrados y
la velocidad y el curso de tiempo de la administracion, dependeran de la naturaleza y la gravedad de la afeccion que
se trate. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo, las decisiones acerca de la dosificacion, etc., esta dentro de la
responsabilidad de los médicos generales y otros doctores en medicina y, normalmente, tiene en cuenta el trastorno
gue se trata, la condicién del paciente individual, el sitio de entrega, el método de administracion y otros factores
conocidos para los médicos. Los ejemplos de las técnicas y protocolos mencionados anteriormente pueden
encontrarse en Handbook of Pharmaceutical Additives, 22 edicion (editores M. Ash e I. Ash.), 2001 (Synapse
Information Resources, Inc., Endicott, Nueva York, EE.UU.); Remington Pharmaceutical Sciences, 202 edicién, 2000,
pub. Lippincott, Williams & Wilkins; y Handbook of Pharmaceutical Excipients, 22 edicion, 1994. A modo de ejemplo,
las composiciones se administran preferentemente a los pacientes en dosis de entre aproximadamente 0,01 y
100 mg de compuesto activo por kg de peso corporal y, mas preferentemente, de entre aproximadamente 0,5 y
10 mg/kg de peso corporal.

Se entendera que cuando interesa el tratamiento de tumores, el tratamiento incluye cualquier medida tomada por el
médico para aliviar el efecto del tumor sobre un paciente. Por tanto, aunque la remision completa del tumor es un
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objetivo deseable, el tratamiento eficaz también incluird cualesquiera medidas capaces de conseguir la remisién
parcial del tumor, asi como una ralentizaciéon de la tasa de crecimiento de un tumor incluyendo las metastasis.
Dichas medidas pueden ser eficaces en la prolongacion y/o la potenciaciéon de la calidad de vida y el alivio de los
sintomas de la enfermedad.

Inmunoterapia

Las composiciones de la invencion pueden ser para su uso en la profilaxis y el tratamiento de enfermedades como el
cancer y, mas en particular, para la inmunoterapia.

En la presente invencion, el término "vacunaciéon” significa una inmunizacion activa, es decir una induccion de una
respuesta inmunitaria especifica debida a la administracion, por ejemplo, a través de las vias subcutanea,
intradérmica, intramuscular, oral o nasal, de pequefias cantidades de un antigeno que es reconocido por el individuo
vacunado como extrafio y, por tanto, es inmunégeno en una formulacién adecuada. El antigeno se usa, por tanto,
como un "accionador" para el sistema inmunolégico con el fin de construir una respuesta inmunitaria especifica
contra el antigeno.

De acuerdo con la presente invencion, las nanoparticulas para su uso en la vacunacién pueden ser terapéuticas o
profilacticas, como es el caso con todas las vacunas antimicrobianas. A modo de ejemplo, puede ser posible
conseguir una proteccion profilactica contra la aparicion de una enfermedad cancerosa mediante la vacunacion de
las personas que no padecen cancer. Son ejemplos de individuos a los que se podria aplicar una vacuna profilactica
de este tipo las personas que tienen un mayor riesgo de desarrollar una enfermedad cancerosa, aunque la presente
solicitud no se limita a dichos individuos. Los pacientes que estan en riesgo de padecer cancer ya pueden haber
desarrollado tumores, ya sea como tumores primarios 0 metastasis, o pueden mostrar predisposicion para el cancer.

Para la inmunizacion activa de pacientes con cancer, las estructuras inmundgenas normalmente se formulan como
vacunas. Preferentemente, dichas preparaciones farmacéuticas contienen un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, que, a modo de ejemplo, puede comprender adicionalmente sustancias auxiliares, tampones, sales y/o
agentes conservantes. Las preparaciones farmacéuticas pueden utilizarse, por ejemplo, para la profilaxis y la terapia
de afecciones asociadas al cancer, tales como la formaciéon de metastasis, en pacientes con cancer. De este modo,
las células presentadoras de antigenos se modulan especificamente in vivo o también ex vivo de manera que se
genere la respuesta inmunitaria contra los AAT.

Para la inmunizacion activa con los antigenos especificos o la combinacion antigénica por lo general se usa una
formulacion de vacuna, que contiene el inmundégeno - ya sea un AAT natural 0 su epitopo, mimético o mimético de
neoepitopo, 0 un anticuerpo inmunogénico - sobre todo a bajas concentraciones, por ejemplo, en una cantidad
inmunogénica que varia de 0,01 ug a 10 mg, sin embargo, el intervalo de dosis pueden aumentarse hasta un
intervalo de 100 a 500 mg. Dependiendo de la inmunogenia del antigeno de vacunacién que, por ejemplo, se
determina por las secuencias de una especie foranea o por derivatizacion, o por ejemplo, también dependiendo de
las sustancias auxiliares o adyuvantes, respectivamente, que se usen, la dosis inmunogénica adecuada puede
elegirse en el intervalo de 0,01 pg a 1 mg, preferentemente de 100 pug a 500 pug. Una vacuna de depésito que se ha
de entregar al organismo durante un periodo prolongado de tiempo también puede, sin embargo, contener
cantidades mucho mas grandes de antigeno de vacunacion, por ejemplo, de al menos 1 mg a mas de 100 mg.

La concentracion dependera de la cantidad de vacuna liquida o suspendido administrada. Una vacuna por lo general
se proporciona en jeringas o ampollas listas para usar que tienen un volumen que varia de 0,01 a 1ml,
preferentemente de 0,1 a 0,75 ml.

El antigeno de vacunaciéon de un componente del kit se presenta preferentemente en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable que sea adecuado para la administracion subcutanea, intramuscular y también intradérmica o
transdérmica. Un modo adicional de administracién funciona a través de la via mucosa, por ejemplo, la vacunacion
por administracion nasal o peroral. Si se emplean sustancias sélidas como agente auxiliar para la formulacién de
vacuna se administrara, por ejemplo, un adsorbato o una mezcla en suspension, respectivamente, del antigeno de
vacuna con el agente auxiliar. En realizaciones especiales, la vacuna se presenta como una solucién o una vacuna
liquida en un disolvente acuoso.

Preferentemente, las unidades de vacunacién de una vacuna de tumor ya se proporcionan en una jeringa o ampolla
lista para usar adecuada. Una formulacion estable de la vacuna puede ponerse en el mercado ventajosamente en
una forma lista para usar. Aunque no se requiere necesariamente un contenido de agentes conservantes, tales
como timerosal u otros agentes conservantes con una tolerabilidad mejorada, aln asi puede proporcionarse en la
formulaciéon para una mayor estabilidad a temperaturas de almacenamiento desde temperaturas de refrigeracion
hasta temperatura ambiente. La vacuna de acuerdo con la invencion también puede, sin embargo, proporcionarse
en forma congelada o liofilizada y puede descongelarse o reconstituirse, respectivamente, a demanda.

Ha demostrado ser adecuada para aumentar la inmunogenia de un anticuerpo utilizado de acuerdo con la invencion
mediante el empleo de adyuvantes. Para este fin, se usan sustancias sélidas o adyuvantes de vacunas liquidos, por
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ejemplo, hidroxido de aluminio (Alu-Gel) o fosfato de aluminio, factores de crecimiento, linfocinas, citocinas, tales
como IL-2, IL-12, GM-CSF, interferon gamma o factores del complemento, tales como C3d, preparaciones de
liposomas adicionales o también formulaciones con antigenos adicionales contra los cuales el sistema inmunitario ya
ha generado una fuerte respuesta inmunitaria, tales como el toxoide tetanico, toxinas bacterianas, tales como
exotoxinas de Pseudomonas y derivados de lipido Ay lipopolisacérido.

En el caso de que un péptido toxoide esté unido covalentemente a la estructura del nicleo, la necesidad de
adyuvantes podria reducirse o suprimirse.

Ejemplos

Ejemplo 1

La preparacion y caracterizacion de nanoparticulas cargadas con antigenos de hidrato de carbono, un vehiculo T
cooperador y glucosa unidas a la superficie de oro se describe a continuacion.

Se usaron los ligandos Glc, STny Le’ (figura 1). Se eligié un espaciador alifatico CA, para unir el resto de glucosa a
la superficie de oro, mientras que se us6 un enlazador alifatico Cs para la unién de ambos antigenos.

El ligando peptidico de T cooperador BC11 (Figura 2) se prepar6 mediante la union de un epitopo peptidico de
linfocito T promiscuo (FKLQTMVKLFNRIKNNVA) de toxoide tetanico a través del grupo amino terminal a un
espaciador alifatico C11. El ligando peptidico de T cooperador BMIX (figura 3) se prepar6 mediante la union del
mismo epitopo peptidico de linfocito T de toxoide tetanico a través del grupo amino terminal a un enlazador mixto
compuesto por hexaetilenglicol y un espaciador alifatico Ci1.

Para la preparacion de las gluconanoparticulas, se disolvieron Glc, STn, Le’ y BC11 o BMIX en metanol deuterado
en las proporciones deseadas y los espectros de RMN 'H de estas soluciones se registraron a 500 MHz. Los
espectros de estas mezclas permitieron identificar sefiales que pertenecian de manera inequivoca a los
componentes individuales y confirmar que la intensidad de estas sefiales correspondia a las esperadas de acuerdo
con la relacion de los diferentes ligandos en la solucion original (Figura 4). Después de diluir con metanol las
mezclas se trataron como se describe a continuacion para proporcionar las correspondientes gluconanoparticulas
que se purificaron repetidamente por filtracion centrifuga. Los espectros de RMN 'H de estas construcciones en
agua deuterada (Figura 4) indicaron que la relacién de ligando original se mantuvo en las GNP obtenidas en las
condiciones experimentales utilizadas establecidas previamente. Ademas, los espectros de RMN 'H de los
sobrenadantes confirmaron la relacion de ligando propuesta.

Siguiendo el procedimiento anterior, se prepararon las siguientes gluconanoparticulas: BC11 | (Glc:STn:BC11
28:1:1), BC11 Il (Glc:STn:BC11 20:9:1), BC11 Il (Glc:STn:Ley:BC11 18:10:1:1), BC11 IV (Glc:STn:Ley:BC11
18:1:10:1), BMIX | (Glc:STn:BMIX 28:1:1), BMIX Il (Glc:STn:BMIX 20:9:1), BMIX Il (Glc:STn:Ley:BMIX 18:10:1:1),
BMIX IV (Glc:STn:Le”:BMIX 18:1:10:1), BMIX V (Glc:Le’:BMIX 28:1:1) y BMIX VI (Glc:Ley:BMIX 20:9:1).

Los diametros medios de estas construcciones, determinados usando microscopia electrénica de transmisién (MET)
(Figura 5) fueron de 2,25nm, 1,45nm, 2,05nm y 1,81 nm para BC11l |, BC11 I, BC11l Il y BC11l 1V,
respectivamente y 1,80 nm, 1,55 nm, 2,19 nm, 1,77 nm, 1,64 nm y 1,79 nm para BMIX |, BMIX Il, BMIX Ill, BMIX 1V,
BMIX V y BMIX VI respectivamente. A partir de estos diametros medios, se estimaron el nimero de atomos de oro
en la agrupacion, las cadenas unidas a oro y el peso molecular aproximado de las GNP.P! Estos valores se
proporcionan a continuacion.

Se han preparado y caracterizado (datos no mostrados) varias gluconanoparticulas adicionales (1-4). La
composicion de estas construcciones es como se indica a continuacion:

1 (STn, 100 %), 2 (Le’, 100 %), 3 (Glc:STn:enlazador HS(CH,)10COOH 20:1:1), 4 (Glc:STn:enlazador
HS(CH2)110(CH2CH20)sCH>COOH 28:1:1).

Seccién experimental

Se adquirieron HAUCl, y NaBH4 de Aldrich Chemical Company. Para todos los experimentos y soluciones, se usé
agua Nanopure (18,1 mQ).

Preparacion de nanoparticulas de péptido BC11-Au-hidratos de carbono antigénicos.
a) BC11 | (Glc:STn:BC11 28:1:1).
Se disolvié péptido BC11 (3,1 mg, 1,31 umol) en CF;COOD (100 pl) y la solucién se concentré en un chorro de

argén hasta que se observo la formacion de un aceite. Después se afiadieron Glc (8,8 mg, 36,7 umol) y STn
(0,8 mg, 1,31 umol) y la mezcla se disolvié en CD3OD (500 ul). El espectro de RMN-'H mostré una relacion 28:1:1
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entre las sefiales de Glc, STny BC11.

La solucién se diluyé con MeOH (2,8 ml) y el valor de pH se ajustd a 1 mediante la adicion de acido trifluoroacético.
Se afiadio una solucion acuosa de HAuUCl, (286 pl, 0,025 M). Después, se afadid soluciéon acuosa 1 N de NaBH4
(157 ul) en varias porciones con agitacion rapida. La suspension de color negro formada se agité durante 2 h
adicionales y la capa metandlica se separé por decantacion. El sélido de color negro se disolvié en agua (700 pl) y
se purificd por filtracion centrifuga (AMICON PM 10000, 30 min, 14000 rpm). El proceso se repitié dos veces, hasta
que las nanoparticulas estuvieron libres de sales y materiales de partida. El residuo en el filtro AMICON se disolvié
en 500 pl de agua y se liofilizd para proporcionar 1,2 mg de nanoparticulas BC11 |I. MET: diametro medio de
2,25 nm, 309 atomos de oro, 92 cadenas, PM = 90586.

b) BC11 Il (Glc:STn:BC11 20:9:1).

Se disolvié péptido BC11 (4,0 mg, 1,7 pumol) en CF3COOD (100 pl) y la solucién se concentré en un chorro de argén
hasta que se observé la formacién de un aceite. Después se afiadieron Glc (8,1 mg, 33,9 umol) y STn (9,3 mg,
15,2 umol) y la mezcla se disolvié en CDsOD (500 pl). El espectro de RMN-'H mostré una relacién 20:9:1 entre las
sefiales de Glc, STny BC11.

La solucién se diluyé con MeOH (3,7 ml) y el valor de pH se ajusté a 1 mediante la adicién de &cido trifluoroacético.
Se afiadio una solucion acuosa de HAuCl, (368 pl, 0,025 M). Después, se afadid soluciéon acuosa 1 N de NaBH4
(202 ul) en varias porciones con agitacion rapida. La susPensi()n de color negro formada se agité durante 2 h
adicionales y la capa metandlica se separé por decantacion .. El sélido de color negro se disolvio en agua (500 pl) y
se purificé por filtracion centrifuga (AMICON PM 10000, 30 min, 14000 rpm). El proceso se repiti6 dos veces, hasta
que las nanoparticulas estuvieron libres de sales y materiales de partida. El residuo en el filtro AMICON se disolvié
en 500 ul de agua y se liofiliz6 para proporcionar 1,8 mg de nanoparticulas BC11 Il. MET: diametro medio de
1,45 nm, 116 atomos de oro, 53 cadenas, PM = 45358.

c) BC11 Ill (Glc:STn:Le Y:BC1 18:10:1:1).

Se disolvié péptido BC11 (2,8 mg, 1,2 pumol) en CF3COOD (100 pl) y la solucién se concentré en un chorro de argén
hasta que se observé la formacién de un aceite. Después se afadieron Glc (5,1 mg, 21,3 pmol), Le’ (0,9 mg,
1,2 umol) y STn (7,3 mg, 11,8 umol) y la mezcla se disolvié en CDs0OD (500 ul). El espectro de RMN-'H mostré una
relacion 18:10:1:1 entre las sefiales de Glc, STn, Le” y BC11.

La solucién se diluyé con MeOH (2,4 ml) y el valor de pH se ajusté a 1 mediante la adicién de &cido trifluoroacético.
Se afiadio una solucion acuosa de HAuUCl, (256 pl, 0,025 M). Después, se afadid soluciéon acuosa 1 N de NaBH4
(142 ul) en varias porciones con agitacion rapida. La susPensi()n de color negro formada se agité durante 2 h
adicionales y la capa metandlica se separ6 por decantacion .. El sélido de color negro se disolvio en agua (500 pl) y
se purificd por filtracion centrifuga (AMICON PM 10000, 30 min, 14000 rpm). El proceso se repiti6 dos veces, hasta
que las nanoparticulas estuvieron libres de sales y materiales de partida. El residuo en el filtro AMICON se disolvié
en 500 ul de agua y se liofiliz6 para proporcionar 0,5 mg de nanoparticulas BC11 Ill. MET: diametro medio de
2,05 nm, 225 atomos de oro, 71 cadenas, PM = 76661.

d) BC11 IV (Glc:STn:Ley:BC11 18:1:10:1).

Se disolvié péptido BC11 (2,7 mg, 1,1 pumol) en CF3COOD (100 pl) y la solucién se concentré en un chorro de argén
hasta que se observé la formacién de un aceite. Después se afadieron Glc (4,9 mg, 20,6 pmol), Le’ (8,8 mg,
11,4 pmol) y STn (0,7 mg 1,1 umol) y la mezcla se disolvio en CD30D (500 pl). El espectro de RMN-"H mostré una
relacion 18:1:10:1 entre las sefiales de Glc, STn, Le’ y BC11.

La solucién se diluyé con MeOH (2,3 ml) y el valor de pH se ajustd a 1 mediante la adicion de acido trifluoroacético
Una solucién acuosa de HAUCI.4 (248 ml, 0,025 M) se afiadid. Después, se afiadié solucion acuosa 1 N de NaBH,
(137 ul) en varias porciones con agitacion rapida. La susPensi()n de color negro formada se agité durante 2 h
adicionales y la capa metandlica se separé por decantacion .. El sélido de color negro se disolvio en agua (500 pl) y
se purificd por filtracion centrifuga (AMICON PM 10000, 30 min, 14000 rpm). El proceso se repiti6 dos veces, hasta
que las nanoparticulas estuvieron libres de sales y materiales de partida. El residuo en el filtro AMICON se disolvio
en 500 ul de agua y se liofilizé para proporcionar 1,2 mg de nanoparticulas BC11 IV. MET: didmetro medio de
1,81 nm, 201 atomos de oro, 71 cadenas, PM = 75409.

Preparacion de nanoparticulas de péptido BMIX-Au-hidratos de carbono antigénicos.
a) BMIX | (Glc:STn:BMIX 28:1:1).
Se disolvié péptido BMIX (3,1 mg, 1,31 pmol) en CF3COOD (100 pul) y la solucion se concentré en un chorro de

argén hasta que se observo la formacion de un aceite. Después se afiadieron Glc (8,8 mg, 36,7 umol) y STn
(0,8 mg, 1,31 umol) y la mezcla se disolvié en CD3OD (500 ul). El espectro de RMN-'H mostré una relacion 28:1:1
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entre las sefiales de Glc, STny BMIX.

La solucién se diluyé con MeOH (2,7 ml, volumen total: 3,2 ml) y el valor de pH se ajusté a 1 mediante la adicion de
acido trifluoroacético. Se afiadié una solucion acuosa de HAuCls (314 pl, 0,025 M). Después, se afiadié solucion
acuosa 1 N de NaBH, (157 pl) en varias porciones con agitacion rapida. La suspension de color negro formada se
agité durante 2 h adicionales y la capa metandlica se separé por decantacion 2. El sélido de color negro se disolvio
en agua (700 ul) y se purifico por filtraciéon centrifuga (AMICON PM 10000, 30 min, 14000 rpm). El proceso se repitié
dos veces, hasta que las nanoparticulas estuvieron libres de sales y materiales de partida. El residuo en el filtro
AMICON se disolvié en 500 pl de agua y se liofilizo para proporcionar 1,0 mg de nanoparticulas BMIX I.

MET: didmetro medio de 1,80 nm, 201 atomos de oro, 71 cadenas, PM = 63300.

b) BMIX Il (Glc:STn:BMIX 20:9:1).

Se disolvio péptido BMIX (3,5 mg, 1,31 pmol) en CF3COOD (100 pul) y la solucion se concentré en un chorro de
argon hasta que se observo la formacion de un aceite. Después se afiadieron Glc (6,3 mg, 26,2 umol) y STn
(7,2 mg, 11,7 umol) y la mezcla se disolvié en CDsOD (500 pl).

El espectro de RMN-"H mostré una relacion 20:9:1 entre las sefiales de Glc, STn y BMIX.

La solucién se diluyé con MeOH (2,7 ml, volumen total: 3,2 ml) y el valor de pH se ajusté a 1 mediante la adicion de
acido trifluoroacético. Se afiadié una solucion acuosa de HAuCls (314 pl, 0,025 M). Después, se afiadié solucion
acuosa 1 N de NaBH, (157 pl) en varias porciones con agitacion rapida. La suspension de color negro formada se
agitd durante 2 h adicionales. Es ésta, fue imposible separar la capa metandlica por decantacion. Después, el
volumen se redujo a 1 ml, se afiadié agua (700 pl) y se purificé por filtracién centrifuga (AMICON PM 10000, 30 min,
14000 rpm). El proceso se repitié dos veces, hasta que las nanoparticulas estuvieron libres de sales y materiales de
partida. El residuo en el filtro AMICON se disolvi6 en 500 ul de agua y se liofiliz6 para proporcionar 2,5 mg de
nanoparticulas BMIX 1.

MET: diametro medio de 1,55 nm, 140 atomos de oro, 53 cadenas, PM = 50567.

c) BMIX Il (Gle:STn:Le Y:BC1 18:10:1:1).

Se disolvioé péptido BMIX (3,9 mg, 1,46 pmol) en CF3COOD (100 pul) y la solucion se concentré en un chorro de
argoén hasta que se observé la formacién de un aceite. Después se afiadieron Glc (6,3 mg, 26,2 umolz, Le’ (1,1 mg,
1,46 umol) y STn (9,0 mg, 14,6 umol) y la mezcla se disolvié en CD3;0D (500 pl). El espectro de RMN-"H mostré una
relacion 18:10:1:1 entre las sefiales de Glc, STn, Le” y BMIX.

La solucion se diluyé con MeOH (3,2 ml, volumen total: 3,7 ml). Se afiadié una solucién acuosa de HAuCl, (350 pl,
0,025 M). Después, se afadio solucién acuosa 1 N de NaBH4 (193 pl) en varias porciones con agitacion rapida. La
suspension de color negro formada se agité durante 2 h adicionales y la capa metandlica se separ6 por decantacion
@ El sélido de color negro se disolvié en agua (500 pl) y se purifico por filtracion centrifuga (AMICON PM 10000,
30 min, 14000 rpm). El proceso se repiti6 dos veces, hasta que las nanoparticulas estuvieron libres de sales y
materiales de partida. El residuo en el filtro AMICON se disolvié en 500 pl de agua y se liofilizd para proporcionar
2,8 mg de nanoparticulas BMIX Ill. MET: diametro medio de 2,19 nm, 309 atomos de oro, 92 cadenas, PM = 103569.

d) BMIX IV (Glc:STn:Le Y:BMIX 18:1:10:1).

Se disolvioé péptido BMIX (3,7 mg, 1,38 pmol) en CF3COOD (100 pul) y la solucion se concentré en un chorro de
argén hasta que se observé la formacién de un aceite. Después se afiadieron Glc (6,0 mg, 24,8 pmol), Le’ (10,7 mg,
13,8 umol) y STn (0,85 mg 1,38 umol) y la mezcla se disolvio en CDsOD (500 pl). El espectro de RMN-'H mostré
una relacion 18:1:10:1 entre las sefiales de Glc, STn, Le’ y BMIX.

La solucién se diluyé con MeOH (3,0 ml, volumen total: 3,5 ml) y el valor de pH se ajusté a 1 mediante la adicion de
acido trifluoroacético. Se afiadié una solucién acuosa de HAuCIs (330 pl, 0,025 M). Después, se afadid solucion
acuosa 1 N de NaBH, (182 pl) en varias porciones con agitacion rapida. La suspension de color negro formada se
agité durante 2 h adicionales y la capa metandlica se separé por decantacion . El sélido de color negro se disolvio
en agua (500 pl) y se purifico por filtracion centrifuga (AMICON PM 10000, 30 min, 14000 rpm). El proceso se repitid
dos veces, hasta que las nanoparticulas estuvieron libres de sales y materiales de partida. El residuo en el filtro
AMICON se disolvié en 500 ul de agua y se liofiliz6 para proporcionar 1,8 mg de nanoparticulas BMIX IV.

MET: didmetro medio de 1,77 nm, 201 atomos de oro, 71 cadenas, PM = 75934.

e) BMIX V (Glc:Le Y:BMIX 28:1:1).
Se disolvié péptido BMIX (3,7 mg, 1,4 umol) en CFsCOOD (100 pl) y la solucién se concentré en un chorro de argén
hasta que se observé la formacién de un aceite. Después se afiadieron Glc (9,4 mg, 39,1 umol) y Le* (1,1 mg,

1,4 umol) y la mezcla se disolvi6 en CD3OD (500 pl). El espectro de RMN-'H mostr6 una relacién 28:1:1 entre las
sefiales de Glc, Le’ y BMIX.
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La solucién se diluyé con MeOH (3,0 ml, volumen total: 3,5 ml) y el valor de pH se ajustd a 1 mediante la adicion de
acido trifluoroacético. Se afiadié una solucién acuosa de HAuCIs (331 pl, 0,025 M). Después, se afadid solucion
acuosa 1 N de NaBH, (182 pl) en varias porciones con agitacion rapida. La suspension de color negro formada se
agité durante 2 h adicionales y la capa metandlica se separé por decantacion 2. El sélido de color negro se disolvio
en agua (700 pl) y se purifico por filtracion centrifuga (AMICON PM 10000, 30 min, 14000 rpm). El proceso se repitid
dos veces, hasta que las nanoparticulas estuvieron libres de sales y materiales de partida. El residuo en el filtro
AMICON se disolvié en 500 ul de agua y se liofilizé para proporcionar 0,7 mg de nanoparticulas BMIX V.

MET: diametro medio de 1,64 nm, 140 atomos de oro, 53 cadenas, PM = 45568.

f) BMIX VI (Glc:Le Y:BMIX 20:9:1).

Se disolvioé péptido BMIX (3,5 mg, 1,31 pmol) en CF3COOD (100 pul) y la solucion se concentré en un chorro de
argén hasta que se observé la formacién de un aceite. Después se afiadieron Glc (6,3 mg, 26,2 umol) y Le* (9,2 mg,
11,8 umol) y la mezcla se disolvio en CDsOD (500 pl). El espectro de RMN-'H mostré una relacién 20:9:1 entre las
sefiales de Glc, Le’ y BMIX.

La solucién se diluyé con MeOH (2,7 ml, volumen total: 3,2 ml) y el valor de pH se ajusté a 1 mediante la adicion de
acido trifluoroacético. Se afiadié una solucién acuosa de HAuCIs (314 pl, 0,025 M). Después, se afadid solucion
acuosa 1 N de NaBH4 (157 pl) en varias porciones con agitacion rapida. La suspension de color negro formada se
agitd durante 2 h adicionales. En ésta, fue imposible separar la capa metandlica por decantacion. Después, el
volumen se redujo a 1 ml, se afiadié agua (700 pl) y se purificé por filtracién centrifuga (AMICON PM 10000, 30 min,
14000 rpm). El proceso se repitid dos veces, hasta que las nanoparticulas estuvieron libres de sales y materiales de
partida. El residuo en el filtro AMICON se disolvié en 500 pl de agua y se liofiliz6 para proporcionar 1,8 mg de
nanoparticulas BMIX VI.

MET: diametro medio de 1,79 nm, 201 atomos de oro, 71 cadenas, PM = 73864.

Uso de nanoparticulas conjugadas con antigeno para inducir una respuesta inmunitaria

Se usaron nanoparticulas BC11 I, Il, lll y IV para inocular ratones y se controld la reaccién inmunitaria al antigeno
conjugado. Se inyectaron 30 pug nanoparticulas en 200 pul de adyuvante (Sigma M-6536-MPL+TDM). Se
proporcionaron cuatro inyecciones de 2 x 100 pl los dias 0, 28, 40 y 157. Las tres primeras se proporcionaron por via
subcutanea y la inyeccion final por via intraperitoneal. Se extrajeron muestras de sangre el dia 39, 48 y 67 y se
determiné el titulo de IgG contra HSA-Le” (Figuras 7 y 8). Existe una gran diferencia entre el resultado visto con
BC11 I/ll y BC11 IlII/IV. El aumento en el titulo contra Ley en BC11 l/ll es un efecto inespecifico debido al uso del
adyuvante. Tras la inmunizacién repetida los titulos no aumentan, pero comienzan a disminuir. Por el contrario, con
BC11 HlII/IV, los titulos aumentan con la inmunizacién de refuerzo demostrando un efecto de inmunizacion real.

Se us6 BC11 Il para la inoculacién de la primovacunacién con toxoide tetanico. El dia 0, los animales fueron
inyectados por via subcutanea con 2,35 Ul de toxoide tetanico de Aventis Pasteur MSD-DIFTAVAX (2 viales
completados hasta un total de 3,4 ml con solucién salina al 0,9 % y 100 ul administrados). El dia 14 se inyectaron
50 pg de nanoparticulas en 2 x 100 pl por via subcutanea en adyuvante (Sigma M-6536) y el dia 34 se inyectaron
50 pg de nanoparticulas en 2 x 100 pl por via intraperitoneal en adyuvante. Se extrajeron muestras de sangre el dia
33 y 44. Los resultados para 5 ratones se muestran en la Figura 9 (diferentes animales estan representados por
diferentes sefiales). La primera flecha indica la primovacunacién con toxoide tetanico, la segunda flecha la inyeccién
subcutanea con nanoparticulas y la tercera flecha la inyeccion intraperitoneal con nanoparticulas.

Ejemplo 2

Nanoparticulas de oro como estructuras inmundgenas

Se fabrican formulaciones de nanoparticulas de oro de acuerdo con las técnicas que se describen en el documento
WO 02/32404. Se prepararan diferentes construcciones de nanoparticulas de oro con una relacion de alfa-sialil-
Tn:Lewis y = 30:3 y 3:30 con diversas densidades de la secuencia peptidica FKLQTMVKLFNRIKNNVA. El espacio
de apoyo puede bloguearse usando Glc-C2. Como alternativa, el enlazador también puede tener la secuencia
FKFQILYNSIMG.

La relacion de Sialil-Tn o Lewis y 0 una combinacién de ambos enlazadores también puede aumentarse usando la
técnica de acuerdo con el documento WO 02/32404. Por ejemplo, pueden unirse facilmente hasta varios cientos de
grupos hidrato de carbono a la molécula nicleo. Las proporciones de diferentes ligandos pueden variarse facilmente.
Como alternativa, también puede haber un solo hidrato de carbono de Sialil Tn o Lewis y unido covalentemente a la
molécula nucleo.

Anticuerpos como estructuras inmundégenas
El acoplamiento de un hidrato de carbono de SialilTn a HE2 SialilTn-O(CH3)3NH(CH2)2sCOO-pNp se acoplé a HE2.

Con el fin de aumentar el nimero de ligandos de hidrato de carbono de SialilTn, pueden usarse enlazadores
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ramificados bien conocidos en la técnica para acoplar los ligandos de hidrato de carbono en el anticuerpo. El
producto final se analizé por SEC, LDS-PAGE, Transferencia Western y diferentes ensayos ELISA.

Seccion experimental

Materiales y métodos

HE2 Panorex, 10 mg/ml, SialilTn-O(CH2)sNH(CH2)4sCOO-pNp Lote 170901, 2 x 5mg, Fa. Lectinity DMF (N,N-
dimetilformamida (anhidra, Merck)

Tampodn de acoplamiento: Na,HPO,4 0,1 M + NaCl 0,15 M (pH = 8)

Tampodn de formulaciéon: NaCl al 0,86 %+ Na;HPO4 1 mM (pH = 6,0).

Procedimiento

1. Se dializaron 100 mg de HE2 (V = 10 ml; Conc: 10 mg/ml) frente a 2x 700 ml usando Tamp6n de Acoplamiento
usando un mdadulo de dialisis Slide-a-Lyzer a 4 °C durante 20 horas, hasta un volumen de ~10 ml, concentracion
de acuerdo con SEC ~10 mg/ml.

2. Se disolvieron 2x 5 mg de SialilTn-O(CH>)3NH(CH)4sCOO-pNp con 2x 100 ul de DMF (100 pl/vial).

3. La solucién de SialilTn (en DMF) se afiadié a ~10 ml (~100 mg) de HE2 enfriado con hielo (en tampén de
acoplamiento).

4. Ambos viales de SialilTn se aclararon con 100 pl de DMF (transferir del Vial 1 al Vial 2), que también se afadio
a la mezcla de reaccion.

5. La mezcla de reaccion se hizo girar durante la noche (28 h) a +4 °C. La cinética de la reaccion se observo
mediante SEC (véase 5.3.1y 6.3.1).

6. La solucion final de HE2-SialilTn (10 ml, ~10 mg/ml) se dializé frente a 2 x 800 ml de Tampdén de Formulacion
usando un médulo de didlisis Slide-a-Lyzer a 4 °C durante 20 horas.

Andlisis
Cromatografia de exclusién molecular

Se cuantificaron concentraciones de HE2-SialilTn mediante cromatografia de exclusion molecular (SEC, del inglés
Size Exclusion Chromatography) en una columna ZORBAX GF-250 en un sistema Dionex. El sistema de HPLC se
sometié a ensayo con el patron de filtracion en gel (Fa. BioRad). Se us6 HE2 como patrén de referencia para la
cuantificacion de HE2-SialilTn. La disminucién en el tiempo de retencion (se correlaciona con el aumento en el peso
molecular) se correlaciona con la eficacia de la reaccion de acoplamiento de SialilTn a HE2. Los datos recibidos
muestran que la eficacia de acoplamiento aumenta con el tiempo de reaccién alcanzando la saturaciéon en 23-27
horas.

LDS-PAGE (PAGE con Dodecilsulfato de litio)

LDS-PAGE con Bis-Tris-Gel (4-12 %) Tincion SilverXpress™: véase el manual de instrucciones "NuPAGE Bis-Tris-
Gel", pagina 13. Los resultados se muestran en la Figura 7.

Calle [Muestra Conc. [Volumenes [ pl]|Preparacion
1 Patron de PM 12 Mark - 10 Ninguna

2 HE2 dializado en tampdn de Acoplamiento 20 pg/ml |10 Véase SOP
3 HEZ2 dializado en tampén de Acoplamiento 10 ug/ml |10 Véase SOP
4 HE?2 dializado en tamp6n de Acoplamiento 50 ug/ml |10 Véase SOP
5 HEZ2 dializado en tampén de Acoplamiento 2,5 ug/ml|10 Véase SOP
6 HE2SiaTn dializado en tampén de Formulacién|20 ug/ml |10 Véase SOP
7 HE2SiaTn dializado en tampén de Formulacién|10 ug/ml |10 Véase SOP
8 HE2SiaTn dializado en tampén de Formulacién|5 pg/ml |10 Véase SOP
9 HE2SiaTn dializado en tampén de Formulacion|2,5 pg/ml|10 Véase SOP
10 Patron de PM 12 Mark - 10 Ninguna

Transferencia Western

Transferencia Western con IgG2a de conejo x raton
1. LDS-Gel con Bis-Tris-Gel (4-12 %)

2. Instrucciones de Transferencia Western, véase el manual de instrucciones NUPAGE Bis-Tris-Gel paginas 14-
20 (con membrana de transferencia de PVDF Immobilon 0,45 pum, Fa. Millipore)
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3. Desarrollo de la membrana:
Material:

Conjugado: IgG2a de conejo x ratén - HRP, n.° 61-0220, Fa. Zymed
Solucién de tincion 1: 15 mg HRP - Reactivo de Color (Fa. BioRAD) en 5 ml de MetOH.
Solucion de tincién 2: 15 pl de H2O; al 30 % en 25 ml de PBS def. 1x

Procedimiento:

Bloquear la membrana con leche en polvo desnatada al 3 % en PBS durante 1 hora a TA.
Lavar la membrana con PBS.

Incubar con conjugado (diluido 1:1000 en PBS) durante 1 hora a TA.

Lavar la membrana con PBS.

Desarrollar con soluciones de tincion 1+2 y detener con agua.

Transferencia Western con CD175s anti SialilTn (tipo IgG)/IgG1 de rata x ratén - HRP.
Procedimiento:

1. Gel de LDS-PAGE con Bis-Tris-Gel (4-12 %).

2. Transferencia de Western: Instrucciones véase el manual de instrucciones "NuPAGE Bis-Tris-Gel", pagina 14-
20 (usando membrana de transferencia de PVDF Immobilon 0,45 um, Fa. Millipore)

3. Desarrollo de la membrana:

Material:

Ab secundario: CD175s anti-SialilTn (de tipo 1gG), 90 pg/ml, Fa. DAKO, Cadigo n.° M0899, Lote 089(601).
Conjugado: IgG1 de rata x raton - HRP, Fa. Becton Dickinson, Mat. n.° 559626, lote: 37205.

Leche en polvo desnatada al 3 % en PBS def. 1x.

Solucién de tincion 1: 15 mg de HRP - Reactivo de Color (Fa. BioRAD) en 5 ml de MetOH.

Solucion de tincién 2: 15 pl de H>O; al 30 % en 25 ml de PBS.

Procedimiento:

Bloquear la membrana con leche en polvo desnatada al 3 % en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente (TA).
Lavar la membrana con PBS.

Incubar con Ab secundario, (concentracion 10 pg/ml) V =5 ml, durante 1 hora a TA.

Lavar la membrana con PBS.

Incubar con conjugado (diluido 1:1000 en PBS) durante 1 hora a TA.

Lavar la membrana con PBS.

Desarrollar con soluciones de tinciéon 1+2 y detener con agua.

El aumento en el peso molecular de la cadena pesada del anticuerpo HE2 después del acoplamiento con SialilTn se
confirmo6 mediante Transferencia Western y tincion con un anticuerpo IlgG2a de conejo anti ratén - HRP.

Se realizé un ELISA convencional con el fin de mostrar cuanta de la actividad de unién anti-idiotipica (de HE2) se
conserva en el producto de acoplamiento

El IGN111 inmovilizado atrapa el HE2 anti-idiotipico que se detecta mediante IgG2a anti-ratén - HRP. Se demostré
que el HE2 es aproximadamente 2-3 veces mas reactivo que el HE2-SialilTn, lo que indica que solo se produce una
pérdida muy moderada de la union después del acoplamiento.

Se realiz6 un ELISA convencional adicional para detectar SialilTn mediante anti-SialilTn-anticuerpo de ratén. En el
mismo el material de partida HE2 y el producto de acoplamiento HE2-SialilTn se inmovilizan. Para la deteccion, se
usan anti-SialilTn (IgG de ratén)/IgG1 de rata anti raton - HRP para la deteccion de SialilTn.

Los resultados muestran que el producto de reaccion HE2-SialilTn en realidad lleva SialilTn a diferencia del HE2
antes del acoplamiento.

Conclusiones
Se ha acoplado SialilTn satisfactoriamente al anticuerpo HE2. La reaccién de acoplamiento tiene una cinética de
tiempo mas bien prolongada, alcanzando la saturacién aproximadamente después de 24 horas. Se ha acoplado

SialilTn principalmente a la cadena pesada del anticuerpo HE2, mientras que la cadena ligera solo se ha acoplado
parcialmente con SialilTn. El producto de acoplamiento HE2-SialilTn conserva la mayor parte de la especificidad
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idiotipica de HE2 y la parte SialilTn de esta neoglucoproteina es reconocida por anticuerpos especificos de SialilTn.
Los niveles de endotoxina estan por debajo del limite de deteccion.
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REIVINDICACIONES

1. Una nanoparticula que comprende un nucleo que incluye atomos metdlicos y/o semiconductores, en la que el
nucleo esta covalentemente unido a una pluralidad de ligandos y los ligandos comprenden

al menos un antigeno, y
al menos un adyuvante peptidico que activa linfocitos T cooperadores,

y en donde el nicleo de la nanopatrticula tiene un diametro medio de entre 0,5y 10 nm.

2. La nanoparticula de la reivindicacion 1, en donde la nanoparticula comprende adicionalmente al menos un ligando
gue comprende un grupo monosacaridico.

3. La nanoparticula de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que el adyuvante peptidico comprende un sitio
de escision de proteasa.

4. La nanoparticula de la reivindicacion 3, en la que el péptido comprende la secuencia de aminoacidos
FKLQTMVKLFNRIKNNVA.

5. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el antigeno es un antigeno
especifico de tumor.

6. La nanoparticula de la reivindicacion 5, en la que el antigeno es un antigeno de hidrato de carbono.
7. La nanoparticula de la reivindicacion 6, en la que el antigeno esta sialilado.

8. La nanoparticula de la reivindicacion 7, en la que el antigeno es sialil Tn, sialil Lewis a, sialil Lewis x o sialil Lewis
y.

9. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el antigeno es un antigeno
especifico de patdgeno.

10. La nanoparticula de la reivindicacion 9, en la que el patégeno es una bacteria, un virus o un parasito.

11. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que al menos uno de los ligandos
esta unido a la nanoparticula a través de un grupo enlazador.

12. La nanoparticula de la reivindicacion 11, en la que el grupo enlazador comprende un grupo tiol, un grupo alquilo,
un grupo glicol o un grupo peptidico.

13. La nanoparticula de la reivindicacion 12, en la que el grupo enlazador comprende alquilo C2-C15 y/o glicol C2-
C15.

14. La nanoparticula de la reivindicacion 13, en la que el grupo enlazador es alquilo C2-C15 o hexaetilenglicol-alquilo
C11.

15. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la nanoparticula comprende un
marcador.

16. La nanoparticula de la reivindicacion 15, en la que el marcador es un grupo fluorescente, un radiondclido, un
marcador magnético, un colorante, un atomo activo en RMN o un atomo que es susceptible de deteccion usando
resonancia de plasmoén superficial.

17. La nanoparticula de la reivindicaciéon 16, en la gue el marcador magnético es un grupo paramagnético que
comprende Mn*?, Gd*®, Eu*?, Cu*?, V2, Co*? Ni*?, Fe**, Fe™ o lantanidos*.

18. La nanoparticula de la reivindicacion 16, en la que el atomo activo en RMN es Mn*?, Gd*®, Eu*?, cu*?, v*?, Co™,
Ni*?, Fe*?, Fe*® o lantanidos*.

19. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la nanoparticula es hidrosoluble.

20. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el nicleo de la nanoparticula
tiene un diametro medio de entre 1y 2,5 nm.

21. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la nanoparticula incluyendo sus
ligandos tiene un diametro medio de entre 10 y 30 nm.
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22. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el nicleo es un ndcleo metalico.
23. La nanopatrticula de la reivindicacion 22, en la que el nGcleo metalico comprende Au, Ag o Cu.

24. La nanoparticula de la reivindicacion 22 o la reivindicacion 23, en la que el nicleo metalico es una aleacién
seleccionada entre 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
0 Au/Fe/Cu/Gd.

25. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 24, en donde el nicleo de la nanoparticula es
magnético.

26. La nanoparticula de la reivindicacién 25, en donde la nanoparticula comprende atomos metdlicos pasivos y
atomos metalicos magnéticos en el ndcleo en una relacién de entre 5:0,1 y 2:5.

27. La nanoparticula de la reivindicacion 26, en la que el metal pasivo es oro, platino, plata o cobre y el metal
magnético es hierro o cobalto.

28. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, en la que el ndcleo comprende atomos
semiconductores.

29. La nanoparticula de la reivindicacion 28, en la que los atomos semiconductores son capaces de actuar como un
punto cuantico.

30. La nanoparticula de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que los ligandos comprenden
ademas un péptido, un dominio de proteina, un segmento de acido nucleico, un glucolipido o una glucoproteina.

31. La nanoparticula de la reivindicacion 30, en la que dicho segmento de acido nucleico comprende ADN o ARN.

32. Una composicidon que comprende una poblacién de una o mas de las nanoparticulas de una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores.

33. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 32 que comprende adicionalmente un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

34. Un método de preparacion de nanoparticulas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31 mediante la
conjugacion del dicho al menos un antigeno y el dicho al menos un adyuvante peptidico que activa linfocitos T
cooperadores con el ndcleo de la nanoparticula, comprendiendo el método:

derivatizar el antigeno con un enlazador;

derivatizar el adyuvante peptidico con un enlazador; y

hacer reaccionar el antigeno y el adyuvante peptidico derivatizados con enlazador con reactivos para producir el
ndcleo de la nanoparticula de manera que durante el autoensamblaje de las nanoparticulas, los nacleos de
nanoparticulas se unan al antigeno y el adyuvante peptidico a través del enlazador.

35. El método de la reivindicacion 34, en el que el grupo enlazador comprende un grupo tiol, un grupo alquilo, un
grupo glicol o un grupo peptidico.

36. El método de la reivindicacion 34, en el que el grupo enlazador comprende alquilo C2-C15 y/o glicol C2-C15.

37. El método de la reivindicacion 34, en el que el grupo enlazador es alquilo C2-C15 o hexaetilenglicol-alquilo C11.
38. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 34 a 37, en el que la mezcla de reaccién comprende el
antigeno derivatizado, el adyuvante derivatizado, una sal de los atomos metalicos y/o semiconductores y un agente

reductor para producir las nanoparticulas.

39. Nanoparticulas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31, o una composicion de la reivindicacién 32 o la
reivindicacion 33, para su uso en terapia preventiva o paliativa.

40. Nanoparticulas de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31, o una composicion de la reivindicacion 32 o la
reivindicacion 33, para su uso como una vacuna.

41. Las nanoparticulas de una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8 para su uso en el tratamiento del cancer.

42. Las nanoparticulas para el uso de la reivindicaciéon 41, en donde el cancer es cancer de colon, pancreas,
intestino, pulmén, higado, ovario o vejiga.
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43. Las nanoparticulas de la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10 para su uso en el tratamiento de una enfermedad
infecciosa.

44. Las nanoparticulas para el uso de la reivindicacion 43, en donde la enfermedad es la malaria o la tuberculosis.
45. Las nanoparticulas para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 41 a 44, en donde las nanoparticulas

comprenden una sefial de translocacion de membrana de manera que sean capaces de penetrar a través de la
membrana celular.
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