ES 2626 610 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 626 610
Eint. a1

A61K 35/744 (2015.01)
A61K 36/064 (2006.01)
CO7K 16/24 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 30.08.2006 ~ PCT/EP2006/065803
Fecha y numero de publicacién internacional: 08.03.2007 WO07025977

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  30.08.2006 E 06778386 (0)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 01.03.2017  EP 1948206

Tl'tulo: Bacterias de acido lactico productoras del anti-TNF alfa para el tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal

Prioridad: @ Titular/es:

30.08.2005 EP 05107909 INTREXON ACTOBIOTICS NV (100.0%)
02.12.2005 EP 05111654 Technologiepark 4
9052 Zwijnaarde, BE
Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente:
25 07 2017 ROTTIERS, PIETER y

VANDENBROUCKE, KLAAS
Agente/Representante:

TEMINO CENICEROS, Ignacio

Observaciones :

Véase nota informativa (Remarks, Remarques
o Bemerkungen) en el folleto original publicado
por la Oficina Europea de Patentes

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2626610 T3

DESCRIPCION
Bacterias de acido lactico productoras del anti-TNF alfa para el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal

La presente invencién se refiere a un nuevo tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD). Mas
especificamente, la invencién se refiere a la produccion de un medicamento que comprende bacterias de acido
lactico productoras de anti-TNFa, y al uso de este medicamento en el tratamiento de la enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD). La enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) se refiere a un grupo de trastornos gastrointestinales
caracterizados por una inflamacién crénica no especifica de porciones del tracto gastrointestinal. Los ejemplos
mas destacados de IBD en humanos son la colitis ulcerosa (UC) y la enfermedad de Crohn (CD). La etiologia o las
etiologias de IBD no estan claras. Las enfermedades de IBD parecen resultar de la activacion sin restricciones de
una respuesta inflamatoria en el intestino. Se cree que esta cascada inflamatoria se perpetia a través de acciones
de citoquinas proinflamatorias y activacion selectiva de subconjuntos de linfocitos. UC y CD estan asociadas con
muchos sintomas y complicaciones, incluyendo retardo de crecimiento en nifios, prolapso rectal, sangre en las
heces, emaciacion, deficiencia de hierro y anemia. UC se refiere a una enfermedad crénica, no especifica,
inflamatoria y ulcerosa que tiene manifestaciones principalmente en la mucosa colénica. Se caracteriza
frecuentemente por diarrea sanguinolenta, calambres abdominales, sangre y moco en heces, malestar, fiebre,
anemia, anorexia, pérdida de peso, leucocitosis, hipoalbuminemia y una elevada tasa de sedimentacién de
eritrocitos.

La enfermedad de Crohn comparte muchas caracteristicas en comun con la colitis ulcerosa. La enfermedad de
Crohn se distingue por el hecho de que las lesiones tienden a ser marcadamente delimitadas del intestino
adyacente normal, en contraste con las lesiones de colitis ulcerosa que son bastante difusas. Ademas, la
enfermedad de Crohn afecta predominantemente al ileon (ileitis) y al ileon y al colon (ileocolitis). En algunos
casos, el colon solo esta enfermo (colitis granulomatosa) y a veces todo el intestino delgado esta involucrado.

El cancer de colon es una complicacion conocida de la IBD crénica. Es cada vez mas comun en los pacientes que
tienen IBD durante muchos anos. El riesgo de cancer comienza a aumentar significativamente después de ocho a
diez afos de IBD, haciendo un tratamiento rapido y eficiente de la IBD aun mas importante. La medicacién mas
comunmente usada para tratar IBD incluye farmacos antiinflamatorios tales como corticosteroides y sulicilatos
tales como sulfasalazina y sus derivados. Para las personas que no responden a estos farmacos, se utilizan
farmacos inmunosupresores tales como ciclosporina A, mercaptopurina y azatropina. Sin embargo, estos
medicamentos tienen efectos secundarios graves. Un desarrollo reciente y exitoso en el tratamiento de la IBD
consiste en el uso de compuestos que bloguean el funcionamiento del TNF o su receptor. En este sentido, el uso
de anticuerpos contra TNF es una de las nuevas terapias mas prometedoras. El factor de necrosis tumoral o
(TNFo) es una citoquina producida por numerosos tipos celulares, incluyendo monocitos y macréfagos, que se
identificd originalmente en base a su capacidad para inducir la necrosis de ciertos tumores de ratén (véase, por
ejemplo, Old, L. (1985) Science 230:630-632). TNFa ha sido implicado en la fisiopatologia de una variedad de
otras enfermedades y trastornos humanos, incluyendo sepsis, infecciones, enfermedades autoinmunes, rechazo
de trasplante y enfermedad de injerto contra huésped (véase, por ejemplo, Moeller, A. et al. (1990) Cytokine2:162-
169; la Patente de los Estados Unidos No. 5,231,024 de Moeller et al; Publicacién de la Patente Europea No. 260
610 (B1) de Moeller, A. et al.; Vasilli. P. (1992) Annu. Rev.Immunol. 10:411-452; Tracey, K.J. and Cerami, A.
(1994) Annu. Rev. Med. 45:491-503). Debido al papel nocivo del TNFoa humano (hTNFa) en una variedad de
trastornos humanos, se han disefiado estrategias terapéuticas para inhibir o contrarrestar la actividad de hTNFa.
En particular, se han buscado anticuerpos que se unen a, y neutralizan, hTNFa como un medio para inhibir la
actividad de hTNFa.

Se han ensayado varias preparaciones de anticuerpo para el tratamiento de IBD. Aunque se han ensayado
anticuerpos policlonales en ensayos clinicos de fase Il, se prefieren claramente los anticuerpos monoclonales.
Infliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico humano-ratén de la subclase IgG1K, que se dirige
especificamente y se une irreversiblemente al TNFo en las membranas celulares y en la sangre. Las dosis
intravenosas Unicas, que oscilaban desde 5 a 20 mg/kg del anticuerpo infliximab, dieron como resultado una
drastica mejora clinica de la enfermedad de Crohn activa; se ha lanzado en el mercado para tratar la enfermedad
de Crohn en 1998.

Para resolver posibles problemas relacionados con anticuerpos quiméricos, se desarrollé el adalimumab de TNFo
monoclonal humano, que se ensaya actualmente en ensayos clinicos de fase lll para el tratamiento de Crohn.
Para mejorar el tiempo de semivida del anticuerpo en los pacientes, Celltech desarrollé Certolizumab pegol, que
es un anticuerpo anti-TNFa monoclonal pegilado humanizado, que actualmente también se prueba en ensayos
clinicos de fase lll para el tratamiento de Crohn.

Sin embargo, en todos estos casos, los anticuerpos se aplican de forma sistémica, principalmente por inyeccion

subcutanea. La administracion sistémica del anticuerpo anti TNF-o puede producir efectos no deseados bastante
graves, incluyendo dolor de cabeza, abscesos, infeccion del tracto respiratorio superior y fatiga.
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Los efectos no deseados asociados con la administracion sistémica se podrian resolver mediante administracion
local en el lugar de la inflamacién. En el documento WO97/14806 se ha descrito un sistema prometedor para la
administracion de compuestos activos bioldgicos en el intestino, por lo que se usan bacterias grampositivas no
invasivas tales como bacterias de acido lactico para administrar compuestos activos bioldgicos en el intestino. El
documento WO00/23471 describe que este sistema se puede usar para administrar IL-10 al ileon, por lo que esta
cepa se puede usar para tratar IBD. El documento WO01/98461 describe un método alternativo para la
administracion intestinal usando levadura. Sin embargo, aunque se describe la administracién de compuestos
biol6gicamente activos, estos documentos no ensefian la administracion de anticuerpos en el intestino. El
documento WO04/041862 muestra que microorganismos genéticamente modificados tales como Micrococcus
lactis son capaces de secretar polipéptidos anti-TNF alfa o porciones funcionales de los mismos y se pueden
utilizar como vehiculos para la produccion local y la administracion de anticuerpos en el intestino. La produccion in
situ de anticuerpos activos en el intestino esta lejos de ser sencilla, ya que tanto el plegamiento como la secrecion
del anticuerpo son criticos. Especialmente, la estabilizaciéon de la estructura por puentes de azufre puede causar
problemas para la produccion de anticuerpos en bacterias o levaduras. Ademas, mientras que las citocinas como
la IL-10 cumplen una funcién catalitica, los anticuerpos del TNF deben producirse en una cantidad suficiente para
inactivar el TNF producido endégenamente. Sorprendentemente, se encontré6 que la administracion local de
anticuerpo anti-TNF-a por Lactococcus lactis se puede utilizar de una manera eficaz para tratar 1BD.

Un primer aspecto de la invenciéon es el uso de un Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFo para la
preparacion de un medicamento para tratar la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), en el que una cantidad
eficaz de dicho Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFo se debe administrar al tracto gastrointestinal. El
término anticuerpo, como se usa en este documento, incluye, pero no se limita a anticuerpos convencionales,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos bifuncionales, anticuerpos bivalentes,
diacuerpos y anticuerpos de camélidos, incluyendo fragmentos de anticuerpos tales como VHHSs; Preferiblemente
dicho anticuerpo es un anticuerpo bivalente. Los anticuerpos bivalentes tienen la ventaja de inhibir la unién del
TNF a su receptor, de una manera significativamente més eficiente que la monovalente (EC50 = 16 pM y 6.7 nM,
respectivamente). Sorprendentemente, encontramos que la produccién de anticuerpos bivalentes en Lactococcus
es tan alta o incluso mayor que la de anticuerpos monovalentes.

La liberacién de polipéptidos biolégicamente activos en el cuerpo animal por bacterias de acido lactico se ha
descrito en el documento W09714806; la administracién intestinal de péptidos por levadura se ha descrito en el
documento WO0198461. Sin embargo, ninguno de estos documentos menciona la administracién de anticuerpos o
nanocuerpos en el intestino. La produccion, secrecion y administracién in vivo de anticuerpos activos biolégicos o
nanocuerpos esta lejos de ser evidente, ya que se requiere un plegado y secrecién correctos del anticuerpo, y se
requiere suficiente anticuerpo para obtener una actividad neutralizante.

El Lactococcus lactis puede ser un mutante ThyA de Lactococcus lactis tal como un mutante ThyA de Lactococcus
lactis, por lo que el gen que codifica el anticuerpo TNF-a se ha utilizado para interrumpir el gen THYA.

En este documento se describe el uso de una levadura para administrar el anticuerpo anti TNF-o.
Dicha levadura puede ser Saccharomyces cerevisiae, tal como Saccharomyces cerevisiae subsp. Boulardlii.

La IBD, como se utiliza en este documento, incluye, pero no se limita a, colitis cronica, colitis ulcerosa y
enfermedad de Crohn. Preferiblemente, la IBD es colitis crénica.

Otro aspecto de la invencidén es una composicion farmacéutica para administracion oral, que comprende al menos
un Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFo. Preferiblemente, dicho VHH anti-TNFo. es un anticuerpo
bivalente. La composicion farmacéutica puede ser liquida, que comprende microorganismos activos biolégicos, o
puede ser solida, que comprende microorganismos secos que pueden reactivarse cuando se ponen en un entorno
apropiado. Los microorganismos se pueden secar por cualquier sistema, incluyendo liofilizacién y secado por
pulverizacién. La expresion "produccion de VHH anti-TNFa" como se utiliza en este documento no implica que el
microorganismo esté produciendo el VHH en la composicion farmacéutica, pero significa que el microorganismo es
viable y puede producir el VHH cuando se coloca en un entorno apropiado. Los microorganismos se pueden
recubrir para facilitar la administracion en el tracto gastrointestinal. Tal recubrimiento es conocido para el experto
en el arte y fue, entre otros, descrito por Huyghebaert et al. (2005). La composicién farmacéutica puede
comprender ademas agentes para mejorar la viabilidad de los microorganismos, tales como, pero sin limitarse a,
trehalosa. El Lactococcus lactis, puede ser un mutante ThyA. También se describe en este documento una
composicion farmacéutica en la que el microorganismo productor de VHH es un Lactobacillus sp., que puede ser
un mutante ThyA. Los mutantes ThyA se pueden obtener por disrupcion de genes, usando la construccion que
codifica VHH como inserto. En este documento, se describe una composicion farmacéutica por la que el
microorganismo productor de VHH es Saccharomyces cerevisiae, tal como S. cerevisiae subespecie boulardii.

Otro aspecto de la invencién es un Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFo para uso en la prevencion,
tratamiento y/o alivio de la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), en la que una cantidad eficaz del Lactococcus
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lactis productor de VHH anti-TNFo se debe administrar al tracto gastrointestinal. Preferiblemente, dicho VHH anti-
TNFa es un anticuerpo bivalente. La forma de administracion puede ser cualquier forma conocida para el experto
en el arte, e incluye, pero no se limita a administracion oral y rectal. Preferiblemente, la forma de administracion es
la administracion oral. La enfermedad inflamatoria intestinal (IBD) es una enfermedad o trastorno caracterizado por
un desequilibrio en la produccién de TNFa, y se puede tratar mediante compuestos inactivadores de TNFa, tales
como anticuerpos de TNFa. Aun mas preferiblemente, dicha enfermedad es colitis crénica, colitis ulcerosa o
enfermedad de Crohn. Mas preferiblemente, dicha enfermedad o trastorno es colitis cronica.

El Lactococcus lactico puede ser un mutante ThyA de Lactococcus lactis tal como un mutante ThyA de
Lactococcus lactis, por lo que el gen que codifica el anticuerpo TNF-a se ha utilizado para interrumpir el gen
THYA. En este documento se describe el uso de una cepa genéticamente modificada de Lactobacillus sp, tal como
un mutante de Lactobacillus ThyA. En este documento se describe el uso de una levadura como el
microorganismo productor de anticuerpos anti TNF-a. Dicha levadura puede ser Saccharomyces cerevisiae, tal
como Saccharomyces cerevisiae subsp. Boulardii.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Curso temporal de la produccion de NANO3F, nanocuerpo monovalente y bivalente heterélogo por GM L.
lactis (LL-NANO3F y LL-NANOBSF-3F). LLpTREX1: control del vector; LL-mIL10: cepa L. /actis que secreta
interleucina-10 murino. (A) andlisis Western blot de proteinas secretadas a partir de las diversas cepas reveladas
por anti-Myc Ab. Cada carril en la transferencia representa 250 uL de sobrenadante de cultivo de L. /actis obtenido
después de diferentes periodos de crecimiento (2 x 107 CFU en el tiempo cero). Como control positivo se utilizaron
NANOS3F (+) monovalente purificado con E. coli y NANO3F-3F (++) bivalente. (B) Concentraciones de proteinas
marcadas con Myc heterdlogas secretadas en sobrenadantes de cultivo de LL-pTREX1 (¢), LL-NANOSF (m), LL-
NANO3F-3F (A) y LL-mIL10 (O), segun se determina por ELISA.

Figura 2. NANO3F, nanocuerpos monoclonal y bivalente secretados de L. lactis o purificados de E. coli son
capaces de neutralizar eficazmente el TNF soluble y unido a la membrana. (A) TNF soluble (20 IU/ml) se
neutralizé6 con NANO3F y NANO3F-3F en un ensayo de citotoxicidad de 16 horas utilizando las células WEHI 164
cl 13 en presencia de 1 pg/ml de actinomicina D. (B) NANO3F y NANO3F-3F, nanocuerpos secretados de L. lactis
y purificados de E. coli fueron capaces de inhibir los efectos citotoxicos de L929 que expresan TNF unido a la
membrana inescindible. Las barras grises representan pozos donde se adicion6 NANO3F o NANOS3F-3F
purificado (concentracion total de 250 ng/ml). Las barras negras representan pozos donde se adicionaron 50 uL de
sobrenadante de lactococcus filtrado (0.22 pum). La concentracion final de LL-NANOS3F y LL-NANO3F-3F fue de
250 ng/ml en cada configuracion.

Figura 3. Analisis de la morbilidad en la colitis DSS croénica. (A-E) histologia representativa del colon medio de
ratones control sanos (A) y los ratones con colitis DSS crénica con tratamiento simulado (B) o tratados con LL-
pTREX1 (C), LL-NANO3F-3F (D) o LL-mIL10 (E). (F) evaluacion estadistica de la puntuacion histologica del colon
medio. Las barras representan la media + SEM. La barra blanca representa el grupo control sano. Los ratones con
colitis crénica inducida por DSS se sometieron a tratamiento simulado (barras tramadas) o recibieron LL-pTREX1
(barra negra), LL-NANO3F-3F (barra roja) o LL-mIL10 (barra gris). * * * y * * representan diferencias
estadisticamente significativas en comparacién con los grupos con tratamiento simulado y control del vector de P <
0.001 y P < 0.01, respectivamente.

Figura 4. Andlisis de la morbilidad en ratones 129Sv/Ev IL-10”7- de 20 semanas. Cada grupo recibi6é diariamente
durante 14 dias 2 x 10° CFU de LL-pTREX1 (control del vector), LLNANO3F-3F o LL-mIL10, excepto el grupo con
tratamiento simulado. (A-D) histologia representativa del colon medio a partir de ratones IL-107 con tratamiento
simulado (A) o tratados con LL-pTREX1 (B), LL-NANO3F-3F (C) o LL-mIL10 (D) (tincion con hematoxilina y
eosina). Evaluacion estadistica de los niveles de MPO por mm? del tejido del colon (A) y puntuacién histolégica del
colon distal (B). Las barras representan la media + SEM. Las barras tramadas representan los ratones 129Sv/Ev
IL-107- que se trataron de manera simulada, las barras negras representan los ratones 129Sv/EV IL-107 que
recibieron el control del vector LLpTREX1, las barras rojas representan los ratones 129Sv/EV IL -107 que
recibieron LL-NANO3F-3F y las barras grises representan los ratones 129Sv/EV IL-107- que se trataron con LL-
mIL10. * y ** representan una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con el grupo de control del
vector de P <0.05 y P <0.01, respectivamente.

Figura 5. Presencia de anticuerpos especificos de nanocuerpo evaluada mediante ELISA.

Figura 6. Pretratamiento con NANO3F-3F confiere la no sensibilidad del LPS a los macrofagos Mf4/4. Las células
WEHI164 cl 13 incluso se pueden matar con 5 IU de TNF

Figura 7. Evaluacién estadistica de la puntuacion histoldgica del colon distal en ratones con colitis DSS crénica.
Las barras representan la media + SEM. Las barras blancas representan el grupo de control sano. Los ratones con
colitis cronica inducida por DSS recibieron diferentes cultivos de L. /actis durante 28 dias, después de lo cual los
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ratones fueron sacrificados y analizados inmediatamente. La barra negra representa el grupo tratado con LL-
pTREX1 control del vector, la barra tramada los que recibieron LL-NANOS3F (L. lactis que secreta 3F
monovalente), la barra gris los que recibieron LL-NANOS3F-3F (L. lactis que secreta 3F-3F-. * * representa una
diferencia estadisticamente significativa en comparacion con los grupos tratados con LLpTREX1 y LL-NANOS3F
control del vector de P < 0.01.

Figura 8. Nanocuerpos 3E monovalente y bivalente secretado de L. lactis (Nanocuerpo anti-TNF humano) son
capaces de neutralizar eficazmente el TNF humano soluble. Se neutralizd el TNF humano soluble (con
concentraciones diferentes que oscilan de 30 a 3.3 IU/ml) mediante 3E y 3E-3E en un ensayo de citotoxicidad de
16 horas usando células L929s en presencia de 1 pg/ml de actinomicina D. La supervivencia celular se calculé en
relacién con las células sanas La barra blanca representa los pozos donde se adicionaron 50 ul de sobrenadante
de lactococcus filtrado (0,22 pm) del control del vector LLpTREX1. Las barras negras y grises representan pozos
en los que se adicionaron 50 pul de sobrenadante lactocécico filtrado (0.22 um); que contienen 3E o 3E-3E
secretadas de L. lactis, respectivamente. La concentracion final de 3E o 3E-3E secretada de L. /actis fue de 250
ng/ml en cada configuracion.

Ejemplos
Material y métodos para los ejemplos
Bacterias y plasmidos

La cepa de L. lactis MG1363 se uso a lo largo de este estudio. Las bacterias se cultivaron en medio GM17, esto es
M17 (Difco Laboratories, Detroit, MI) suplementado con 0.5% de glucosa. Las suspensiones en de reserva de
todas las cepas se almacenaron a -20°C en glicerol al 50% en GM17. Para inoculaciones intragastricas, las
suspensiones de reserva se diluyeron 200 veces en GM17 fresco y se incubaron a 30°C. Alcanzaron una densidad
de saturacién de 2 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por ml en 16 horas. Las bacterias se cosecharon
por centrifugacion y se concentraron 10 veces en medio BM9 (Schotte, Steidler et al. 2000). Para el tratamiento,
cada raton recibid 100 ul de esta suspension diariamente por catéter intragastrico.

Identificacion y formato de un nanocuerpo de TNF anti-murino

La generacion de nanocuerpo de TNF anti-murino se llevd a cabo esencialmente como se describe en el
documento W0O2004041862. Después de inmunizar llamas con mTNF, clonacion subsiguiente del repertorio VHH
y paneo, se aisl6 NANO3F del nanocuerpo (MW-15 kDa). El nanocuerpo especifico de TNF murino se convirtié en
un formato bivalente (NANOS3F-3F codificado, MW-30 kDa) utilizando los 12 residuos aminoterminales de la
secuencia de bisagra superior de llama IgG2a como espaciador. EIl ADNc de NANO3F y NANOS3F-3F, extendido
en sus extremos 3' con la secuencia que codifica HisG y Myc-tag, se fusionaron a la sefial de secrecién Usp45
(van Asseldonk, Rutten et al., 1990) en direccién 3’ del promotor lactococcal P1 (Waterfield, Le Page et al., 1995) y
expresado en MG1363 (se pueden obtener detalles de la construccion del plasmido de los autores). Las cepas
MG1363 transformadas con plasmidos que portaban la secuencia codificante de NANO3F o NANOGSF-3F se
denominaron LL-NANO3F y LL-NANOBSF-3F, respectivamente. LL-pTREX1, que es MG1363 que contiene el
vector vacio pTREX1, sirviéo como control.

Cuantificacion de nanocuerpos en medio L. /actis.

Se cuantificaron LL-NANOS3F marcado con Myc y LL-NANOSF-3F por adsorcién directa de sobrenadantes de L.
lactis en bruto a placas ELISA (Maxisorp F96, Nunc, Rochester, NY) y posterior deteccion con un mAb de ratén
especifico contra el epitopo Myc (Sigma, St. Louis, MO).

Para la cuantificacion de nanocuerpos 3F-3F secretados in vivo en tejido de colon, el colon completo se
homogeneizé en PBS que contenia BSA al 1% y se someti6 a ultrasonido. Los nanocuerpos 3F-3F se midieron en
el sobrenadante de colon con el protocolo de cuantificacion de nanocuerpos.

Medicién de los niveles de anticuerpos anti-nanocuerpos en suero de ratén.

Los ratones se inyectaron intraperitonealmente con 100 pg de nanocuerpos, o intragastricamente con LL-
NANO3F-3F, diariamente durante un periodo de 14 dias y posteriormente se sangraron. se recubrieron los
nanocuerpos a una concentracion de 10 pg/ml en placas de microtitulacion (NUNC Maxisorb) durante la noche a
4°C. La placa se lavé 5 veces con PBS-Tween y se bloque6 durante 2 horas a RT con PBS-caseina al 1%. Las
muestras se aplicaron a una dilucion de 1/50 en PBS durante 2 horas a RT. La placa se lavo 5 veces y la
deteccion se realizé mediante incubacién con inmunoglobulina HRP antiraton policlonal de conejo (DAKO, diluida
3,000 veces) durante una hora a RT y después de lavar las placas se tifieron con ABTS/H202. Se midi6 el
OD405nm.
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Bioensayo TNF anti-soluble y unido a membrana

El efecto inhibidor de los nanocuerpos NANO3F y NANOS3F-3F en mTNF soluble (20 IU/ml) se midié en un ensayo
de citotoxicidad de 16 horas usando las células WEHI 164 cl 13 de fibroblasto de raton en presencia de 1 ug/ml de
actinomicina D como se describe (Espevik and Nissen-Meyer 1986). El efecto de NANO3F y NANO3F-3F para
contrarrestar el efecto citotoxico de TNF unido a la membrana se determin6 en las células WEHI 164 cl 13
después de adicionar células L929, expresando TNF unido a la membrana, inescindible en el cultivo de células
(Decoster et al., 1998).

Estimulacion de macréfagos con LPS

Para medir el efecto de NANO3F-3F sobre la induccion de citoquinas proinflamatorias por LPS, se incubaron
macréfagos MF4/4 (Desmedt et al. 1998) con NANOS3F-3F (100 ug/ml). Después de 1 hora las células se lavaron
extensamente (3X) en un volumen suficiente de PBS para eliminar completamente todos los nanocuerpos
presentes en solucion. Las células se resuspendieron y se incubaron en presencia o ausencia de LPS durante 4
horas. Las células se lavaron (1X) en PBS y después de 4 horas de incubacién, los sobrenadantes y las células se
separaron por centrifugacion. Para medir la liberacion de TNF soluble, se uso el bioensayo de células WEHI 164 cl
13.

Animales

Se obtuvieron ratones BALB/c hembra de 11 semanas, procedentes de Charles River Laboratories (Sulzfeld,
Alemania). Se alojaron en condiciones de SPF. Se alojaron ratones con deficiencia genética IL-10 (129Sv/Ev IL-
107) (Kuhn, Lohler et al., 1993) y se criaron en condiciones de SPF. Los ratones IL-107- se usaron a las 20
semanas, momento en el que la colitis cronica se habia desarrollado completamente. Todos los ratones fueron
alimentados con alimentacién de laboratorio estandar y agua del grifo ad libitum. Los estudios en animales fueron
aprobados por the Ethics Committee of the Department for Molecular Biomedical Research, Universidad de Gante
(Expediente No. 04/02).

Induccién de colitis crénica por el DSS

Se indujeron a colitis cronica ratones que pesaban aproximadamente 21 g, mediante cuatro ciclos de
administracion de DSS al 5% (p/v) (40 kDa, Applichem, Darmstadt, Alemania) en el agua potable, alternando con
periodos de recuperacion de 10 dias con agua potable normal. (Okayasu, Hatakeyama et al. 1990; Kojouharoff,
Hans et al. 1997) El tratamiento se inicié arbitrariamente al dia 21 después del cuarto ciclo de DSS.

Ensayo de mieloperoxidasa (MPO)

La actividad de MPO en el tejido de colon central se midié como se describe (Bradley, Priebat et al., 1982). Se us6
MPO humana pura como un estandar (Calbiochem, San Diego, CA). Los datos se expresan en ug de tejido de
colon MPO/mm?,

Analisis histolégico

Para el analisis histoldgico, el colon se retird, se limpi6 y se abrid longitudinalmente. Se tom6 un segmento de 1
cm de la parte media del colon, se incrustd6 en parafina y se secciond longitudinalmente. Se cortaron tres
secciones de 4 um a intervalos de 200 um y se tifieron con hematoxilina/eosina. Las secciones de colon fueron
numeradas al azar e interpretadas semicuantitativamente de manera ciega por un patélogo. La puntuacién
histologica es la suma del dafno epitelial y de la infiltracion linfoide, cada uno de los cuales va de 0 a 4 como se
describe (Kojouharoff, Hans et al., 1997).

Andlisis estadistico

Todos los datos se expresan como media + SEM. Los datos paramétricos se analizaron con un analisis de
varianza de una via seguido por un ensayo de Dunnett de comparaciones multiples después del ensayo. Los datos
no paramétricos (puntuacion) se analizaron con una prueba de Mann-Whitney.

Ejemplo 1: Produccion de VHH anti-TNF-a por L. /lactis in vitro

L. lactis se transformd con los plasmidos que codifican NANO3F y NANO3F-3F. La produccion de los anticuerpos
se comprobé mediante Western blot y ELISA, utilizando como referencia una cepa transformada con el plasmido
vacio pTREX y una cepa productora de IL10 como referencia. Los resultados se muestran en la figura 1. NANO3F-
3F es producido por L. lactis en cantidades similares o mayores que NANOS3F. La cantidad producida es
significativamente mayor que para IL10.

Ejemplo 2: LL-NANO3F-3F es bioactivo e inhibe tanto el TNF-a soluble como el unido a la membrana
6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2626610 T3

El efecto inhibidor de los nanocuerpos NANO3F y NANOS3F-3F, producidos por L. lactis sobre mTNF soluble, se
midié en un ensayo de citotoxicidad usando las células WEHI 164 cl 13 de fibroblasto de ratén, como se describe
por Espevik and Nissen-Meyer (1986). NANO3F y NANOSF-3F producidos por E. coli se utilizaron como referencia
positiva. Tanto los nanocuerpos purificados como los nanocuerpos producidos por L. lactis pueden neutralizar el
TNF soluble. (Figura 2A) El efecto de NANO3F y NANOS3F-3F para contrarrestar el efecto citotoxico de TNF unido
a membrana se determin6 en las células WEHI 164 cl 13 después de adicionar células L929, expresando TNF
inescindible, unido a la membrana en el cultivo celular (Decoster et al. 1998). El efecto de NANO3F es menos
pronunciado, tanto con la forma purificada como con la forma producida por L. lactis, pero el efecto de los
nanocuerpos NaNO3F-3F es claro en ambos casos (Figura 2B)

Ejemplo 3: Efecto de LL-NANOS3F-3F in vivo sobre colitis cronica inducida por DSS establecida

La colitis crénica fue inducida por DSS como se describe en materiales y métodos. Los ratones se trataron
diariamente con 2 x10° unidades formadoras de colonias (cfu) de LL-pTREX1, LL-NANO3F-3F o LL-mIL10. Se us6
un tratamiento simulado y ratones sanos ("control de agua") como control adicional. El efecto de los nanocuerpos
nano3F-3F liberado por L. lactis es comparable con la proteccion obtenida por la IL-10 producida in situ (Figura 3).

Ejemplo 4: Efecto de LL-NANOS3F-3F in vivo sobre la enterocolitis IL-107 establecida

Para evaluar la proteccion en la enterocolitis IL-107-, morbilidad en ratones de 20 semanas tratados con 129Sv/Ev
IL-107 tratados y no tratados. Cada grupo recibié diariamente durante 14 dias 2 x10° CFU de LL-pTREX1 (control
del vector), LL-NANO3F-3F o LL-mIL10, excepto el grupo con tratamiento simulado. Los resultados se resumen en
la figura 4. Tanto el ensayo de mieleroxidasa como el puntaje histoldgico indican una proteccion significativa en los
ratones tratados con LL-NANOS3F-3F.

Ejemplo 5: Inmunogenicidad de NANO3F-3F

Para evaluar un posible efecto inmunogénico adverso de LL-NANOS3F-3F, los ratones se trataron
intragasticamente durante un periodo de 14 dias con LL-NANOS3F-3F, usando inyeccién intraperitoneal de
nanocuerpos purificados como control. Los niveles de anticuerpos anti-nanocuerpo se midieron en el suero de
raton. Los resultados se muestran en la figura 5. Aunque la inyeccién interperitoneal de NANO3F-3F esta dando
una respuesta inmune clara, el tratamiento con LL-NANOSF-3F no es inmundgeno y las pruebas son seguras a
este respecto.

Ejemplo 6: Efecto de NANOS3F-3F sobre la induccién de LPS de citocinas proinflamatorias

Para medir el efecto de NANO3F-3F sobre la induccion de citoquinas proinflamatorias por LPS, se incubaron
macréfagos MF4/4 (Desmedt et al., 1998) con NANO3F-3F. Las células se lavaron y después se incubaron con
LPS. La liberacion de TNF soluble se midi6 usando el ensayo de toxicidad de células WEHI 164 cl 13. Los
resultados se muestran en la figura 6. El pretratamiento de los macréfagos con nanocuerpos NANOSF-3F da una
clara proteccion contra la produccion de TNF soluble inducida por LPS.

Ejemplo 7: Los anticuerpos bivalentes se desempefian sorprendentemente mejor que los anticuerpos
monovalentes

Aunque los anticuerpos bivalentes son mas grandes que los monovalentes, no afecta a la produccién en
Lactococcus. La produccion de anticuerpos bivalentes es al menos tan buena si no mejor que la de anticuerpos
monovalentes (Figura 1). Sin embargo, ain mas importante es la eficacia de los anticuerpos bivalentes. A partir de
los experimentos in vivo, es obvio que un anticuerpo monovalente anti-TNF sélo da como resultado una mejora
marginal no significativa de la puntuacién histolégica, mientras que la administracién de un anticuerpo bivalente
secretor de L. lactis da como resultado una mejora significativa (Figura 7). De hecho, el efecto neutralizante de los
anticuerpos bivalentes es, para una concentracién comparable de proteina, mas pronunciada que la de los
anticuerpos monovalentes. Mientras no se alcance una neutralizacién completa, la mejora es mas que un factor 2,
lo que indica que el efecto no se debe Unicamente a la doble valencia de los nanocuerpos (Figura 8)
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REIVINDICACIONES
1. El uso de un Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFo para la preparacion de un medicamento para tratar
la enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), en la que se debe administrar una cantidad eficaz de dicho
Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFa al tracto gastrointestinal.
2. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicho VHH anti-TNFa es un anticuerpo bivalente.
3. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha IBD es colitis crénica.
4. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en el que dicha IBD es enfermedad de Crohn.

5. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o0 2, en el que dicha IBD es colitis ulcerosa.

6. Una composicion farmacéutica para administracion oral que comprende al menos un Lactococcus lactis
productor de VHH anti-TNFo.

7. Una composicion farmacéutica para administracién oral de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que dicho VHH
anti-TNFa es un anticuerpo bivalente.

8. Un Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFo para uso en la prevencion, tratamiento y/o alivio de la
enfermedad inflamatoria intestinal (IBD), en el que una cantidad eficaz del Lactococcus lactis productor de VHH
anti-TNFo se debe administrar al tracto gastrointestinal.

9. El Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFa para uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que dicho
VHH anti-TNFa es un anticuerpo bivalente.

10. El Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFo para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 8 0 9, en el que
dicho Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFa se debe administrar por via oral.

11. El Lactococcus lactis productor de VHH anti-TNFa para uso de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 10, en el que dicha enfermedad inflamatoria intestinal se selecciona del grupo que consiste en
colitis crénica, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.
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