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DESCRIPCION

Preparaciéon de una vacuna que contiene anticuerpos trifuncionales con propiedades potenciadoras de la
inmunogenicidad del antigeno

[0001] La presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que contiene anticuerpos biespecificos
y/o triespecificos trifuncionales que pueden unirse a uno o varios antigenos objetivo (diana) especificos para su uso
en un procedimiento de inmunizaciéon de mamiferos contra enfermedades en las que dicho(s) antigeno(s) especifico(s)
esta(n) involucrado(s), y ademas a una composicién farmacéutica que contiene anticuerpos biespecificos y/o
triespecificos trifuncionales que pueden unirse a (a) antigeno(s) objetivo especifico(s) que esta(n) implicado(s) en una
enfermedad de un mamifero, especificamente un ser humano.

Introduccién

[0002] Los anticuerpos biespecificos y triespecificos trifuncionales que se unen (i) al complejo receptor de
células T de un célula T, (ii) al antigeno asociado a tumor expuesto en la superficie en una célula tumoral y al receptor
Fc-gamma activador I, Il o Il en una célula accesoria (es decir, una célula asesina natural, un macréfago, un monocito,
una célula dendritica) se han descrito en el documento US 6.551.592 como que tienen la capacidad de inducir
inmunidad antitumoral. La inmunidad antitumoral se genera administrando una cantidad efectiva de un anticuerpo
biespecifico y/o triespecifico trifuncional intacto que tiene las siguientes propiedades y efectos de: (a) unirse a una
célula T y mediar una primera sefial de activacion; (b) unirse a antigenos asociados a tumores en una célula tumoral;
(c) unirse, a través de su porciéon Fc (en el caso de los anticuerpos biespecificos trifuncionales) o una tercera
especificidad (en el caso de los anticuerpos triespecificos) al receptor Fc-gamma de las células positivas para el
receptor Fc-gamma,; (d) la activacion de la célula positiva para el receptor Fc mediante la union a la célula positiva
para el receptor Fc-gamma y, de ese modo, iniciar o aumentar la expresion de citoquinas y/o antigenos coestimulantes;
(e) transferir al menos una segunda sefial de activacién requerida para la activacion fisioldgica de la célula T a la célula
T por las citoquinas y/o los antigenos coestimulantes, en la que dicha activaciéon provoca una regulacion positiva de
los marcadores de activacién, eliminando el tumor celular y/o la proliferacion de células T. De acuerdo con un ejemplo
del documento US 6.551.592, los ratones C57BL/6 se inyectaron primero con 5x102 células tumorales B16 singénicas.
Dos dias después, un grupo de ratones (n=18) se tratdé con un anticuerpo biespecifico trifuncional.

[0003] Por lo tanto, los anticuerpos trifuncionales se aplicaron por separado de las células tumorales, y no se
describe la aplicacién de antigenos tumorales junto con anticuerpos trifuncionales. El documento US 7.018.632 B2
también describe la incubacion ex vivo de células tumorales inactivadas con anticuerpos biespecificos trifuncionales.
Este es de hecho el enfoque convencional que usa células completas para la induccién de una inmunidad antitumoral.

[0004] Es obvio que este enfoque podria tener la desventaja de que no todas las células tumorales estan
inactivadas o que cualquier otro componente infeccioso o dafiino de la célula tumoral se administra en el cuerpo del
paciente. Ademas, el manejo de células tumorales en condiciones BPF (buenas préacticas de fabricacion, en inglés
GMP) es mucho méas complicado que usar proteinas.

[0005] Snider y col. (1990) describen que el direccionamiento de un antigeno a las superficies de las células
presentadoras de antigenos profesionales (CPA) mediante anticuerpos biespecificos heteroreticulados aumenta
enormemente la eficiencia con la que las CPA endocitas, procesan y presentan un antigeno. Dado que las respuestas
de anticuerpos contra la mayoria de los antigenos proteicos requieren ayuda de las células T in vivo, Snider y col.
(1990) han preguntado si los anticuerpos biespecificos heteroreticulados también podrian aumentar la capacidad de
un antigeno para inducir una respuesta de anticuerpos en ratones. Normalmente, la generacién de respuestas
inmunitarias después de la inmunizacioén con vacunas y otros antigenos requiere cantidades relativamente grandes
de antigeno, inyecciones multiples y, en animales experimentales, adyuvantes.

[0006] A diferencia, Snider y col. (1990) mostraron que los anticuerpos biespecificos heteroreticulados
(antilisozima de clara de huevo de gallina X anti-MHC 1) inducen altos titulos de anticuerpos en ratones cuando se
administran una vez con cantidades de nanogramos de antigeno xenogénico, en ausencia de un adyuvante y preparan
a los ratones para una respuesta secundaria de anticuerpos IgG cuando se les vuelve a desafiar con antigeno soluble.
Es de particular importancia que Snider y col., no proporcionan ninguna evidencia de una respuesta de células T en
sus experimentos. Generar una respuesta de células T por parte de los anticuerpos usados por Snider y col. no solo
es altamente improbable, sino que también se excluye, ya que la parte Fc de los anticuerpos convencionales no genera
una respuesta de células T por si sola, sino que requiere la adiciéon externa de citoquinas con el fin de generar una
respuesta adecuada de las células T CD8 (por ejemplo, IL-2, [Thibault y col., Int. J. Cancer 67 (2):232, 1996)] que no
es necesaria cuando se usan los anticuerpos de la invencion). Cabe destacar que el informe de Snider y col. (1990)
no describié la induccién de las respuestas de los células T CD8 in vivo que claramente requerian anticuerpos intactos
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para una terapia experimental con tumores. A modo de ejemplo, las respuestas de las células T CD8 y la proteccion
antitumoral se inducen fuertemente mediante la inmunizacion de la vacuna de células enteras en combinacion con un
anticuerpo convencional con forma de IgG (con una region Fc funcional) que reconoce simultdneamente un antigeno
diana expuesto en la superficie y receptores Fc (Kim y col., 2008). Cabe sefialar que ambas entidades de anticuerpos
usadas por Kim y col. (2008) y Snider y col. (1990) solo activé la captacion de antigeno mediada por el receptor de Fc
0 MHC de clase Il por parte de las células accesorias sin la participacion de las células T, respectivamente, lo que
llevé a un mejor resultado de la inmunizacién.

[0007] A diferencia, los anticuerpos biespecificos y triespecificos trifuncionales median los efectos de la
inmunizacién al unirse simultdneamente a las células T a través del reconocimiento anti-CD3 y a las células accesorias
a través de la participacion del receptor Fc-gamma. Por lo tanto, en comparacion con Kim y col. (2008) y Snider y col.
(1990) solo los anticuerpos biespecificos y triespecificos trifuncionales son capaces de activar células T directamente
para suscitar un determinado medio de citoquinas y sefiales de coestimulacion que a su vez permiten la inmunizacion
en el contexto de vacunas de células completas y, como se demostré en este caso, incluso contra entidades
antigénicas solubles. Cabe sefalar que los anticuerpos trifuncionales (por ejemplo, un semianticuerpo IgG2a
murino/semianticuerpo IgG2b de rata) o los anticuerpos triespecificos requieren la interaccién entre la regiéon Fc y los
receptores Fc-gamma de activacién en células presentadoras de antigenos (CPA) para la estimulacion de respuestas
inmunitarias humorales y mediadas por células contra las asociadas a células, y como se demostrd en este caso,
incluso antigenos objetivo solubles.

[0008] Strohlen, Michael Ay col.,:"Induction of anti-tumor inmunity by trifunctional Ab in patients with peritoneal
carcinomatosis”, REVISTA DE INVESTIGACION EXPERIMENTAL Y CLINICA, BIOMED CENTRAL LTD; LONDRES
RU, vol. 28, n.° 1, 14 de febrero de 2009 (pagina 18) describe vacunas de refuerzo de un paciente con una composicion
gue comprende entre otros células tumorales autélogas incubadas con ac (anticuerpos) bioespecificos trifuncionales,
tales como actr-ntiEPCAM x anti-CD3,0 anti-HER2/neu x anti-CD3, dependiendo de la expresion antigena individual
de las células tumorales autdlogas (p20, rhc, §3). Los ac bioespecificos trifuncionales (usados en Strohlein, Michael A
y col.) son conocidos por su potencial adyuvante porque inducen las respuestas inmunitarias humorales y celulares
en pacientes tratados con los mismos.

[0009] El documento EP0885614 describe la produccion de una composicién farmacéutica que comprende
células tumorales y ac biespecificos trifuncionales que se unen a antigenos asociados a tumores en las células
tumorales para su uso en terapia tumoral (col 2, 17-32; ¢ 3-8, 13; reivindicaciones).

[0010] Comenzando con esta técnica anterior, es un problema de la presente invencién proporcionar un
procedimiento de vacunacién mejorado y una preparacién farmacéutica para inmunizar a un mamifero para generar
una respuesta inmunitaria humoral y/o celular contra (a) antigeno(s) objetivo involucrado(s) en enfermedades de
dichos mamiferos que pueden evitarse o curarse (es decir, vacunacion terapéutica) o aliviarse mediante un tratamiento
de vacuna.

[0011] Este problema se resuelve mediante la invencion como se describe en las reivindicaciones
independientes adjuntas. Las realizaciones preferidas de la invencion se incluyen en las reivindicaciones dependientes
y se describen adicionalmente en la presente descripcion, los ejemplos y las figuras y tablas.

Breve descripcién de las figuras
[0012] Las figuras adjuntas muestran:

Figura 1A: Particulas similares a virus heterélogas (PSV) que muestran antigenos objetivo para la inmunizacion
Figura 1B: proteinas de fusion heterdlogas, polipéptidos multiantigénicos o antigenos de proteinas unidas
covalentemente [es decir, formato de fusidon o conjugado: antigeno portador Unico y antigeno(s) objetivo Gnico o
multiples

Figura 2: Deteccién de titulos de anticuerpos anti-EpCAM de ratdén en sueros de animales inmunizados de manera
diferente. Tres ratones BALB/c por grupo se inmunizaron sc (por via subcutanea) usando diferentes cantidades de
antigenos de la proteina EpCAM humana recombinante (0,1 ug o 0,5 ug) en ausencia o presencia de 0,4 ug o 0,5 pg
de anticuerpo anti-EpCAM x anti-CD3 BilLu, respectivamente. se realizé el ELISA anti-EpCAM como se describe en el
capitulo de “Procedimientos”.

Figura 3: Disefio del estudio del Ejemplo 3.

Figura 4: El resultado del ELISPOT IFN-g de células inmunes reestimuladas con proteinas de EpCAM. Las barras
representan valores medios de determinaciones por cuadruplicado con DE (desviacién estandar) (barras de error).
Los asteriscos indican una diferencia estadisticamente significativa de los nimeros de manchas en comparacion con
el control no tratado previamente (ensayo t de dos colas para muestras no relacionadas, p <0,05). Ademas, el simbolo
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# indica la diferencia estadisticamente significativa entre ambos conjuntos de datos (ensayo t de dos colas para
muestras no relacionadas, p = 0,0023). Se analizé un conjunto de células de cada tres ratones por grupo de
inmunizacion.

Figura 5A: Produccién de IFN-g (intracelular) de células T positivas para CD8 reestimuladas con proteina EpCAM
Figura 5B: Produccién de IFN-g (intracelular) de células T positivas para CD4 reestimuladas con proteina EpCAM
Figura 6: Resultado de ELISPOT IFN-g de células inmunes reestimuladas con el péptido 225 derivado de EpCAM. Las
barras representan valores medios de determinaciones por cuadruplicado con DE (barras de error). El asterisco indica
una diferencia estadisticamente significativa de los nimeros de manchas en comparacion con el control no tratado
previamente y el grupo de inmunizacién PSV-EpCAM (ensayo t de dos colas para muestras no relacionadas, p =
0,0362 y p = 0,0089 respectivamente). Se analizé6 un conjunto de células de cada tres ratones por grupo de
inmunizacion.

Figura 7A: Supervivencia de ratones - grupos de inmunizacion EpCAM vs. EpCAM + BiLu. El grupo de inmunizacion
EpCAM + BiLu (n = 5) muestra una supervivencia prolongada significativa en comparacion con los ratones
inmunizados solo con proteina EpCAM (n = 5) después de un desafio de tumor letal con células tumorales CT26-
EpCAM (prueba de log-rank, p = 0,0257)

Figura 7B: Supervivencia de ratones - grupos de inmunizacién PSV-EpCAM vs. PSV-EpCAM + BiLu. El grupo de
inmunizacién PSV-EpCAM + BiLu (n = 5) muestra una supervivencia prolongada significativa en comparacién con los
ratones inmunizados solo con PSV-EpCAM (n = 5) después de un desafio de tumor letal con células tumorales CT26-
EpCAM (prueba de log-rank, p = 0,0066)

Figura 7C: Supervivencia de ratones - grupos de inmunizacion PSV-EpCAM vs. PSV + BiLu. El grupo de inmunizacion
PSV-EpCAM (n = 5) y el grupo de control PSV + BiLu (n = 5) que no recibieron proteina EpCAM no mostraron
diferencias significativas en las curvas de supervivencia (prueba de log-rank, p = 0,8237). Todos los ratones
sucumbieron al tumor, excepto un ratén en el grupo de control E, lo que indica que no hubo o solo hubo un efecto de
inmunizacion inespecifico menor inducido por la PSV y/o el anticuerpo BiLu.

Resumen de la invencién

[0013] La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas y cualquier otro aspecto o realizaciones
expuestos en este documento son Unicamente para informacion. La invencion se refiere a una composicion
farmacéutica que comprende

« una cantidad farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo biespecifico y/o triespecifico trifuncional que tiene las
siguientes propiedades:

(a) unién a una célula T a través de CD3 y activacién de dicha célula T;

(b) unién a un antigeno diana aislado que esta separado de su contexto natural, por ejemplo, una célula, un virus, una
bacteria, un protozoo, o un hongo y que no esta asociado o es parte de dicho contexto natural;

(c) unién a través de su porcion Fc o por una tercera especificidad (en el caso de los anticuerpos triespecificos) a
células positivas para receptores Fc-y de tipo I, Il y/o Il e inicio de la produccion de citoquinas o la regulacion positiva
de sefiales coestimulantes o una combinacion de los mismos y la activacién por lo tanto de las células T;

(d) inicio de las respuestas de las células T sesgadas por TH1 acompafadas de interferon gamma y las respuestas
inmunitarias humorales;

y

una cantidad inmunolégicamente efectiva de dicho antigeno diana aislado y opcionalmente uno o mas antigenos
adicionales aislados en una cantidad inmunolégicamente efectiva, en la que dichos antigenos estan presentes aislados
de su contexto natural, por ejemplo, una célula, un virus, una bacteria, un protozoo, o un hongo y que no esta asociado
o0 es parte de dicho contexto natural, y un portador farmacéuticamente aceptable,

para su uso en un procedimiento de inmunizacion de un sujeto mamifero que comprende administrar a dicho sujeto
una cantidad farmacéuticamente efectiva de dicha composicidn farmacéutica para suscitar una respuesta inmunitaria
humoral o mediada por células o una combinacion de las mismas contra dicho antigeno diana y dichos opcionalmente
uno o mas antigenos adicionales para inmunizar dicho sujeto mamifero contra dicho uno o mas antigenos.

[0014] En una realizacion adicional de la invencion, se describe una composicion farmacéutica que comprende
una cantidad farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo biespecifico y/o triespecifico trifuncional que tiene las
siguientes propiedades:

(a) unién a una célula T a través de CD3 y activacién de dicha célula T;
(b) unién a un antigeno diana aislado que esta separado de su contexto natural, por ejemplo, una célula, un virus, una
bacteria, un protozoo, o un hongo y que no esta asociado o es parte de dicho contexto natural;
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(c) union a través de su porcién Fc o por una tercera especificidad (en el caso de los anticuerpos triespecificos) a
células positivas para receptores Fc-y de tipo I, Il y/o Il e inicio de la produccion de citoquinas o la regulacién positiva
de sefales coestimulantes o una combinacion de los mismos y la activacién por lo tanto de las células T;

(d) inicio de las respuestas de las células T sesgadas por TH1 acompafiadas de interferon gamma y las respuestas
inmunitarias humorales;

y

una cantidad inmunolégicamente efectiva de dicho antigeno diana aislado y opcionalmente antigenos adicionales
aislados que estan aislados de su contexto natural, por ejemplo, una célula, un virus, una bacteria, un protozoo, o un
hongo y que no esta asociado o es parte de dicho contexto natural, y un portador farmacéuticamente aceptable.

Descripcion detallada de las realizaciones preferid  as

[0015] La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas y cualquier otro aspecto o realizaciones
expuestos en este documento son Unicamente para informacién. La presente invencién describe un procedimiento de
inmunizacién que comprende anticuerpos biespecificos o triespecificos trifuncionales similares a adyuvantes y
formulaciones de vacunas con el antigeno diana (es decir, proteinas de fusion heterdlogas, polipéptidos
multiantigénicos, polipéptidos multiepitopos, antigenos de proteinas unidas covalentemente o no covalentemente o
particulas similares a virus (PSV) que muestran antigenos objetivo conjugados o asociados) en el que el antigeno
diana o cualquier otro antigeno adicional esta presente en forma soluble o crioconservada o en forma de particulas.
Todas estas realizaciones incluyen solo aquellos antigenos que estan en forma aislada, es decir, separados de su
contexto natural, por ejemplo, de una célula como una célula tumoral, una célula bacteriana, una célula fingica o un
virus. Los antigenos objetivo y opcionalmente otros antigenos se usan en forma aislada. Las expresiones "antigeno
diana aislado" y "antigeno aislado”, como se usan en la presente invencién, deben entenderse como que comprenden
solo aquellos antigenos que no estan asociados y no son parte de una célula. Si bien pueden haber estado presentes
en una célula, por ejemplo, en una célula tumoral o en un virus antes de su uso en la presente invencién, ya no son
parte de esa célula o virus cuando se usan en la presente composicion farmacéutica. Tipicamente, los antigenos se
usan en forma soluble; el término "solubilizado" excluye aquellos antigenos que estan asociados o unidos a una célula,
por ejemplo, una célula tumoral, o un virus de origen natural en la presente composicion farmacéutica. Si los antigenos
no estan en forma soluble, estan unidos, por ejemplo, a conjugados o asociados con un portador, es decir, también
estan en forma aislada pero en forma de particulas. Un portador tipico es una particula similar a un virus (PSV) o un
antigeno portador al que el antigeno diana esta unido o asociado. En una realizacion adicional mas, el antigeno diana
esta presente en forma aislada crioconservada y preferentemente en forma soluble aislada o aislada en particulas.
Los anticuerpos tampoco estan presentes como anticuerpos heteroreticulados.

[0016] En una realizacion preferida, la preparacion farmacéutica de la invencién no contiene ningun adyuvante
inmunolégicamente activo, es decir, un adyuvante inmunolégicamente activo esta ausente y no se administra al
paciente durante la vacunacion. Se ha descubierto que los anticuerpos trifuncionales y triespecificos, tal como se
definieron anteriormente y con la composicion especifica usada preferentemente en la presente invencién, activan por
si mismos un efecto adyuvante que hace que sea innecesario afiadir mas adyuvantes externos. Ademas, la adicién
de citoquinas externas no es necesaria y se excluye en la presente invencion, ya que los anticuerpos trifuncionales y
triespecificos actualmente usados ya activan la produccion de citoquinas en si.

[0017] La crioconservacion es un procedimiento mediante el cual los antigenos objetivo presentes, por ejemplo,
en forma de particulas o solubilizados, se congelan en condiciones controladas y se almacenan a bajas temperaturas.
La crioconservacion se usa con frecuencia para almacenar una muestra que debe mantenerse a lo largo del tiempo
con el fin de asegurar un suministro listo de la muestra para su uso y experimentacion. Los antigenos objetivo para
los objetos de la invencion se congelan habitualmente en suspensién en crioviales industriales. Se han desarrollado
procedimientos de congelacién para minimizar el impacto del choque osmoético y la formacién de cristales de hielo
intracelular, dos factores que contribuyen al dafio durante el procedimiento de congelacion y el almacenamiento
congelado.

[0018] En general, una vacuna es una preparacion biolégica que mejora la inmunidad hacia una enfermedad
infecciosa o maligna en particular. Una vacuna tipicamente contiene un agente que se parece a un microorganismo
causante de enfermedad o se deriva de una célula cancerosa. El agente estimula el sistema inmunolégico del cuerpo
para reconocer al agente como extrafio, lo destruye y lo recuerda, de modo que el sistema inmunitario puede reconocer
y destruir mas rapidamente cualquiera de estos microorganismos que luego encuentra. En el caso de las
enfermedades cancerosas, es absolutamente necesario que las vacunas pertinentes rompan la tolerancia inmune ya
existente, especialmente la tolerancia de las células T contra los antigenos propios para inducir la eficacia antitumoral.
Dicho enfoque seria un ejemplo para una vacunacion terapéutica. Curiosamente, los anticuerpos biespecificos o
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triespecificos trifuncionales con brazos de unién a anti CD3 tienen la capacidad de romper la tolerancia inmune dado
que se inducen respuestas de células B y T secundarias contra los antigenos propios (Ruf y Lindhofer y col., 2002;
Strohlein y col., J. Exp. Clin. Cancer Res. 28:18, 2009).

[0019] Para los objetos de la presente invencion, una "respuesta inmunitaria humoral" se refiere a una
respuesta inmunitaria mediada por moléculas de anticuerpos, mientras que una "respuesta inmunitaria celular" o
"respuesta inmunitaria mediada por células" es una mediada por los linfocitos T y/u otros globulos blancos. Una
"respuesta inmunitaria protectora” es una respuesta inmunitaria que inhibe una funcion o actividad perjudicial (como
un efecto perjudicial de un organismo patégeno como un virus), reduce la infeccién por un organismo patégeno (como
un virus) o disminuye los sintomas que resultan de la infeccion por el organismo patégeno. Una respuesta inmunitaria
protectora se puede medir, por ejemplo, mediante la inhibicién de la replicacion viral o la formacion de placa en un
ensayo de reduccion de placa o un ensayo de neutralizacion por ELISA (NELISA), o midiendo la resistencia al desafio
viral in vivo.

Adyuvantes

[0020] Las vacunas pueden ser profilacticas (por ejemplo, para evitar o mejorar los efectos de una futura
infeccion por cualquier patégeno natural), 0 vacunas terapéuticas (por ejemplo, para el tratamiento de enfermedades
virales cronicas como la hepatitis B o la hepatitis C o el cancer). En su mayoria, las vacunas se administran en
combinacién con adyuvantes que aumentan los efectos de una vacuna al estimular el sistema inmunitario para que
responda a la vacuna con mayor vigor y, por lo tanto, proporcionando mayor inmunidad a una enfermedad en particular.

[0021] Por lo tanto, un adyuvante es un agente que puede estimular el sistema inmunitario y aumentar la
respuesta a una vacuna. Un adyuvante inmunoldgico se define como cualquier sustancia que actla para acelerar,
prolongar o mejorar las respuestas inmunitarias especificas de antigeno cuando se usa en combinacion con antigenos
de vacuna especificos.

[0022] Los adyuvantes realizan tareas inmunoestimuladoras imitando conjuntos especificos de moléculas
conservadas evolutivamente, llamadas PMAP (patrones moleculares asociados a patdgenos), que incluyen liposomas,
lipopolisacaridos, jaulas moleculares para antigenos (es decir, nanoparticulas, PSV, etc.), componentes de las paredes
celulares bacterianas y acidos nucleicos endocitados tales como ARN bicatenario, ADN monocatenario y ADN que
contiene dinucleétido CpG no metilado (Glenn y O'Hagan, 2007). Debido a que los sistemas inmunitarios han
evolucionado para reconocer estos restos antigénicos especificos, la presencia de un adyuvante junto con la vacuna
puede aumentar considerablemente la respuesta inmunitaria innata al antigeno al aumentar las actividades de las
células dendriticas, los linfocitos B y T, asi como los macréfagos imitando una infeccion natural. Ademas, dado que
los adyuvantes se atenlan mas alla de cualquier funcién de virulencia, plantean poca o0 ninguna amenaza
independiente a un organismo huésped.

[0023] Las sales de aluminio (por ejemplo, hidroxifosfato sulfato de aluminio) fueron los primeros adyuvantes
aprobados por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) para su uso en seres
humanos. El uso de sales de aluminio comenzé en la década de 1930, antes de que las directrices reguladoras se
volvieran mas estrictas. Mas recientemente, se han obtenido aprobaciones en Europa para clases novedosas de
adyuvantes no convencionales como MF59, un componente adyuvante de agua en aceite de la vacuna contra la
influenza para pacientes ancianos (Fluad®, Novartis Vaccines) o AS04 (combinacion de sulfato de aluminio potasio
hidratado y monofosforil lipido A (MPL), GlaxoSmithKline) como adyuvante para una vacuna viral (hepatitis B, VHB).

[0024] Para mejorar las respuestas inmunitarias inducidas por las PSV homélogas o heterélogas, asi como los
antigenos proteicos o cualquier otra entidad codificante de vacunas (es decir, ADN, ARN), se requieren estrategias
novedosas de inmunizacién mas sofisticadas de tipo adyuvante para abordar los siguientes problemas inmunolégicos
y biotecnolégicos:

« La especificidad antigénica de una estrategia novedosa de inmunizacidon de tipo adyuvante como adyuvantes
convencionales no es especifica para estimular las respuestas inmunitarias.

« La viabilidad de un concepto de tecnologia de plataforma con portadores de PSV o proteinas portadoras como
objetivos universales para modular respuestas inmunitarias especificas de antigeno (véase también la Figura 1).

« La previsibilidad y la sencillez del desarrollo clinico para vacunas adecuadas a pesar de los enfoques de combinacién
de prueba y error con componentes adyuvantes no especificos de antigeno.

» Reduccion de las cantidades de vacunas usadas para la inmunizacién con una relacion dosis/respuesta comparable
a la que se muestra para los entornos de adyuvantes convencionales.

» Mejora de la eficacia de la vacuna para personas que no responden (por ejemplo, vacunas contra el VHB) y apertura
de novedosas oportunidades para estrategias terapéuticas de vacunacion.
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[0025] De acuerdo con una realizacién preferida de la invencion, no deben usarse adyuvantes, es decir, las
composiciones farmacéuticas y los procedimientos terapéuticos y profilacticos descritos en este documento estan
preferentemente libres de adyuvantes, por ejemplo, de los adyuvantes mencionados anteriormente y a continuacion.
Ejemplos de adyuvantes que se usan generalmente en la técnica y que se evitan en la presente invencion son
adyuvantes inorganicos, por ejemplo, sales de aluminio como fosfato de aluminio e hidroxido de aluminio, adyuvantes
organicos como escualeno y adyuvantes basados en aceite.

[0026] Se ha descubierto sorprendentemente que los anticuerpos usados en la presente invencion hacen uso
de adyuvantes superfluos, ya que el segundo brazo de unién al antigeno del anticuerpo trifuncional usado en este
documento interactda con el antigeno diana que esta presente en forma solubilizada o crioconservada, por ejemplo,
forma liofilizada, o que esta presente en forma de particulas, por ejemplo, como epitopo portador de PSV expuestas
a la superficie u otro epitope portador-proteina adecuado; todos los anticuerpos biespecificos y/o triespecificos
trifuncionales con el receptor Fc-gamma activador y el reconocimiento mitogénico anti-CD3 cumplen estos
prerrequisitos importantes para la estrategia de inmunizacion universal actualmente descrita que se puede usar en el
campo del desarrollo de vacunas (Figura 1). En todos los casos, los antigenos son libres y no estan unidos o asociados
con, por ejemplo, una célula como una célula tumoral.

Principio de la invencién

[0027] La presente invencion describe por primera vez la capacidad de dichos anticuerpos trifuncionales y
triespecificos para inducir respuestas inmunitarias humorales y/o mediadas por células especificas del antigeno
(preferentemente ambas) contra antigenos de proteinas solubles o crioconservadas o antigenos de proteinas
presentes en forma de particulas en lugar del enfoque convencional adoptado hasta ahora en la técnica anterior en el
gue el anticuerpo trifuncional siempre estaba dirigido contra un antigeno asociado o unido, por ejemplo, a una célula
tumoral y no el antigeno tumoral aislado en forma crioconservada o en forma solubilizada o un antigeno diana que
esta presente en un portador en forma de particulas. El medio de citoquinas proinflamatorias sesgado por TH1 activado
por interferén gamma y los eventos de sefializacion coestimulantes requeridos para el entorno de inmunizacion de tipo
adyuvante se inducen in vivo a través de la interferencia de las células T y las células accesorias activadas por el
acoplamiento anti-CD3 y Fc-gamma-receptor de dicho anticuerpos biespecificos y triespecificos trifuncionales,
respectivamente.

[0028] El inventor describe una nueva estrategia de vacunacién y una composicion farmacéutica que se usara
para dicha vacunacion utilizando la capacidad de los anticuerpos biespecificos y triespecificos trifuncionales de

(a) unirse a una célula T y mediar una primera sefial de activacion;

(b) unirse a antigenos especificos o0 asociados a tumores en una célula tumoral o proteinas solubles;

(c) unirse, a través de su porcién Fc (en el caso de los anticuerpos biespecificos trifuncionales) o una tercera
especificidad (en el caso de los anticuerpos triespecificos) al receptor Fc-gamma |, 1l y/o 11l de las células positivas
para el receptor Fc-gamma;

(d) la activacion de la célula positiva para el receptor Fc mediante la unién a la célula positiva para el receptor Fc-
gamma y, de ese modo, iniciar 0 aumentar la expresion de citoquinas y/o antigenos coestimulantes de regulacion
positiva;

(e) transferir al menos una segunda sefial de activacién requerida para la activacion fisioldgica de la célula T a la célula
T por las citoquinas y/o los antigenos coestimulantes, en la que dicha activaciéon provoca una regulacion positiva de
los marcadores de activacion, eliminando el tumor celular y/o la proliferacion de células T.

[0029] La composicion farmacéutica y el procedimiento de vacunaciéon de la invencion se aplicaran en el
tratamiento de mamiferos, preferentemente de seres humanos.

[0030] Los inventores han descubierto que un antigeno diana que esta involucrado en una enfermedad y que
se administra en una composicion farmacéutica en forma solubilizada o en forma crioconservada o en forma de
particulas especificamente unidas a un portador como una PSV, puede activar de forma efectiva el sistema inmunitario
para inducir una respuesta inmunitaria humoral y mediada por células dirigida contra el antigeno diana y
adicionalmente a cualquier otro antigeno que se administre en estrecha proximidad con el antigeno diana,
preferentemente al unirse al antigeno diana, por ejemplo, en forma de una particula similar a un virus . Por lo tanto,
no es absolutamente necesario que el anticuerpo se dirija contra el antigeno que esta involucrado o que esta asociado
con una enfermedad a tratar; también es factible que el antigeno se dirija contra un epitopo de una proteina portadora
que no esté involucrada en una enfermedad de todos modos; siempre que el antigeno involucrado en la enfermedad
se aplique en estrecha relacion con el antigeno diana contra el cual se dirige el anticuerpo, el sistema inmunitario se
activara mediante los anticuerpos de la presente invencién para inducir una respuesta inmunitaria humoral y mediada
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por células, que también estara dirigida contra el antigeno involucrado en la enfermedad, por ejemplo, un antigeno
especifico de tumor. Se supone entonces que el antigeno diana y el antigeno asociado a la enfermedad (involucrado
en la enfermedad) se unen entre si directamente o mediante un enlazador o mediante un portador o0 mediante otras
proteinas (véase la Figura 1).

[0031] El antigeno diana no necesariamente tiene que ser un antigeno que esté involucrado en el tratamiento
de una enfermedad como un tumor, una infeccion viral o bacteriana o fangica, etc. El antigeno diana también puede
ser un antigeno que sea especifico para el portador o cualquier otra entidad contra la cual se dirige el anticuerpo. En
dicho caso, el antigeno diana junto con el anticuerpo biespecifico o triespecifico trifuncional actuara como un tipo de
adyuvante e iniciara una respuesta inmunitaria humoral y mediada por células que también ayudara a inmunizar al
individuo a tratar contra el antigeno especifico de la enfermedad. A nivel molecular y celular, esta reactividad similar
hacia diferentes especies de proteinas se refleja simplemente por la estructura agregada originada a partir de
entidades proteicas unidas covalentemente o asociadas que se fagocita, se procesa y se presenta a las células T a
través de una Unica CPA en el contexto del entorno inmunoestimulador que se crea por los anticuerpos biespecificos
y triespecificos trifuncionales actualmente usados. Dicho entorno inmunoestimulador implica la activacion de la célula
positiva para el receptor de Fc mediante la union a la célula positiva para el receptor de Fc gamma y el inicio o el
aumento de la expresién de citoquinas y/o antigenos coestimulantes; en segundo lugar, al menos una segunda sefial
de activacion requerida para la activacion fisiolégica de la célula T sera transferida a la célula T por los antigenos y/o
citoquinas coestimulantes o viceversa de la célula T a la célula accesoria, en la que dicha activacién causa una
regulacion positiva de los marcadores de activacion, la muerte de la célula tumoral y/o la proliferacién de células T. Se
debe enfatizar que el uso actual de los anticuerpos incluidos en la invencién evita la adicion externa de citoquinas
como las interleuquinas, ya que estos anticuerpos mismos inician la produccion de citoquinas al activar las células
positivas para el receptor de Fc gamma.

Antigenos objetivo

[0032] Un "antigeno diana" o descrito breve e indistintamente como "antigeno" es un compuesto, composicién
0 sustancia que puede estimular la produccién de anticuerpos o una respuesta de células T en un animal o ser humano,
incluidas las composiciones que se inyectan o absorben en un animal o ser humano o. Un antigeno reacciona con los
productos de inmunidad humoral o celular especifica.

[0033] Un "polipéptido antigénico" (usado indistintamente con "antigeno diana") es un polipéptido al que se
puede estimular una respuesta inmunitaria, como una respuesta de células T o una respuesta de anticuerpos. El
término "antigeno diana" incluye también epitopos antigénicos relacionados. "Epitopo" o "determinante antigénico" se
refiere a un sitio en un antigeno al que responden las células B y/o T. Los epitopos pueden formarse a partir de
aminoacidos contiguos (lineales) o aminoacidos no contiguos yuxtapuestos por plegamiento terciario de un polipéptido
antigénico (conformacional). Los epitopos formados a partir de aminoacidos contiguos se conservan tipicamente en
la exposicion a disolventes desnaturalizantes, mientras que los epitopos formados por plegamiento terciario se pierden
tipicamente en el tratamiento con disolventes desnaturalizantes. Normalmente, un epitopo incluira entre
aproximadamente 5 y 15 aminoacidos, tal como, 7, 9, 10, 12 o 15 aminoacidos. Los aminoacidos se encuentran en
una conformacion espacial particular. Los procedimientos para determinar la conformacién espacial de epitopos
incluyen, por ejemplo, la cristalografia de rayos X y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
multidimensional. Los procedimientos para determinar la conformacion espacial de epitopos incluyen, por ejemplo, la
cristalografia de rayos X y la espectroscopia de resonancia magnética nuclear multidimensional. Véase, por ejemplo,
"Epitope Mapping protocols " en Methods in Molecular Biology, vol. 66, Glenn E. Morris, Ed (1996).

[0034] El término "antigeno diana" indica antigenos de ambas subunidades (por ejemplo, antigenos que estan
separados y son discretos de un organismo completo con el cual el antigeno esta asociado en la naturaleza), asi como
bacterias, virus, hongos, protozoos, parasitos u otros microbios atenuados y también epitopos inmunolégicamente
activos de cualquiera de estos antigenos.

[0035] Un "antigeno" incluye una proteina con modificaciones, tales como deleciones, adiciones y sustituciones
(generalmente de naturaleza conservadora) a la secuencia nativa, siempre que la proteina mantenga la capacidad de
provocar una respuesta inmunolégica, como se define en este documento. Estas modificaciones pueden ser
deliberadas, como a través de la mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser accidentales, como a través de mutaciones
de huéspedes que producen los antigenos.

[0036] Dicho antigeno diana puede ser un antigeno asociado a la enfermedad seleccionado de uno o mas
miembros de entre el grupo que consiste en antigenos asociados a tumores, antigenos fangicos, antigenos virales,
protozoos y antigenos bacterianos, y/o dicho antigeno diana es un portador especifico pero no un antigeno asociado
a la enfermedad en la que el antigeno asociado a la enfermedad esta conjugado o asociado con dicho portador, y/o
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dicho antigeno diana es un antigeno no asociado a la enfermedad conjugado o asociado a uno 0 mas antigenos
asociados a la enfermedad, y/o un epitopo inmunolégicamente activo de cualquiera de dichos antigenos objetivo.

[0037] En una realizacién de la invencion, el antigeno diana es un antigeno asociado a tumor. En general,
todos los tipos de tumores pueden tratarse con el presente procedimiento. En particular, se pueden tratar tumores
epiteliales, adenocarcinomas, carcinomas de colon, carcinomas de mama, carcinomas de ovario, carcinomas de
pulmén, garganta, nariz y oido. Ademas, se pueden tratar preferentemente tumores no epiteliales como leucemias y
linfomas y tumores inducidos por virus como tumores hepaticos o carcinomas de cuello uterino. Ejemplos de antigenos
asociados a tumores que se usaran son EpCAM, Her2/neu, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A5, MAGE-AX, NY-ESO-1,
NFX2, SSX2, SSX4,Trp2, gpl00, tirosinasa, Muc-1*, CEA, telomerasa, survivina, CD20, G250, proteoglicanos, p53,
EGF-R, CA125, MUC, antigeno Wue, antigeno Lewis Y, HSP-27, HSP-70, HSP-90, PSA, PMSA, GD2, GD3, FAP,
Pgp, MCSP, EpHA2, CD33 y objetivos de superficie celular GC182, GT468 o GT512.

[0038] Los antigenos asociados a tumores descritos anteriormente se asocian o son especificos de tumores
particulares. Por ejemplo, EpCAM se asocia tipicamente con adenocarcinomas, Her2/neu con carcinomas de mama,
pero también con cancer de colon, pulmén, estbmago, pancreas y ovario, CD20 con linfomas de células B como el
linfoma no Hodgkin o leucemia linfatica crénica, G250 con carcinomas renales, proteoglicanos GD3 y GD2, gp100,
tirosinasa con melanomas, EGF-R y CEA con tumores epiteliales.

[0039] Otros antigenos a usar son antigenos de virus humanos, por ejemplo, HBsAg o HBcAg de virus de la
hepatitis B o la hepatitis C, gp41, gp120 o nef de VIH-1, L1 de papilomavirus, HA y NA del virus de la influenza;
antigenos bacterianos, por ejemplo, Ag85B 0 ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis; antigenos flngicos, por ejemplo,
la manoproteina 65 o0 Hsp90 de Candida albicans, Hsp60 o proteina de superficie similar a histon-H2B de Histoplasma
capsulatum, el polisacarido capsular GXM de Cryptococcus neoformans; antigenos protozoarios, por ejemplo, la
proteina circumsporozoite, MCSP-1, var, PfEMBI o AMA1/MSP-1 de Plasmodium spp., GST o tetraspanina o
paramiosina de Schistosoma spp., gp63 0 PSA-2.

[0040] En resumen, dicho antigeno diana asociado a la enfermedad se selecciona, por ejemplo, de uno o mas
miembros de entre el grupo que consiste en EpCAM, Her2/neu, PMAGE-A3, NY-ESO-1, Trp2, gp100, Muc-1*, CEA,
MUC, MAGE-A2, MAGE-A3, MAGE-A5, MAGE-AX, NFX2, SSX2, SSX4, tirosinasa, telomerasa, survivina, CD20,
G250, proteoglicanos, p53, EGF-R, CA125, Hsp-27, Hsp-70, Hsp-90, PSA, PMSA, antigeno Wue, antigeno Lewis Y,
FAP, Pgp, MCSP, EpHA2, CD33, objetivos de superficie celular GC182, GT468 o GT512, antigenos virales: HA y NA
del virus de la influenza; HBsAg y HBcAg de VHB o VHC, L1 de papilomavirus, gp 41 especifico de VIH1, gpl 20 o
nef, antigenos bacterianos: Ag85B o ESAT-6 de Mycobacterium tuberculosis; antigenos flngicos: por ejemplo, la
manoproteina 65 o Hsp90 de Candida albicans, Hsp60 o proteina de superficie similar al histon-H2B de Histoplasma
capsulatum, el polisacarido capsular GXM de Cryptococcus neoformans; antigenos protozoarios, por ejemplo, la
proteina circumsporozoite 0 AMA1/MSP-1 o PfEMP1 o var de Plasmodium spp., GST o tetraspanina o paramiosina
de Schistosoma spp., gp63 0 PSA-2.

[0041] Dicho antigeno diana y/o uno o mas de dichos otros antigenos adicionales estan presentes en forma
aislada y no conjugada, o dicho antigeno diana esta conjugado o asociado con un portador o en el que dicho antigeno
diana y dicho uno 0 mas antigenos adicionales estan asociados o se conjugan entre si directamente o a través de un
portador, opcionalmente en el que dicho antigeno diana se presenta mediante una particula similar a un virus.

[0042] Dicho antigeno diana también puede ser un antigeno especifico del portador pero no asociado a la
enfermedad, en el que el antigeno asociado a la enfermedad esta conjugado o asociado con dicho portador.
[0043] Dicho antigeno diana también puede ser un antigeno no asociado a la enfermedad conjugado o

asociado con uno o mas antigenos asociados a la enfermedad.

[0044] Dicho portador para la asociacién o conjugacion con dicho antigeno diana y/o antigenos adicionales
puede seleccionarse de entre el grupo que consiste en PSV homodlogas, PSV heterdlogas/quiméricas con antigenos
proteicos unidos covalentemente o asociados, antigenos de proteina Unica, polipéptidos multiantigenos, proteinas de
fusion heterélogas.

Forma de administracién de los antigenos objetivo en combinacién con los anticuerpos biespecificos o triespecificos
trifuncionales

[0045] Los antigenos objetivo se administran en una realizacion de la invencion en forma de una proteina
solubilizada y en ausencia de un adyuvante en una preparacion farmacéutica en combinacion con un anticuerpo
biespecifico o triespecifico trifuncional y portadores farmacéuticamente compatibles. "Proteina solubilizada" significa
gue el antigeno diana no esta presente, por ejemplo, en una célula, por ejemplo, una célula tumoral, sino en una forma
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soluble en agua o solucién salina fisiolégica. La solubilidad de una proteina del antigeno diana depende, entre otros,
del punto isoeléctrico y la fuerza idnica. Las proteinas globulares son facilmente solubles en agua o solucion salina
fisiolégica. Cuanto mayor sea el nimero de grupos hidréfilos en la superficie de la proteina del antigeno diana, mayor
sera la capa de solvatacién formada y mejor sera su solubilidad.

Particulas similares a virus

[0046] En una realizacion adicional de la invencién, los antigenos objetivo se presentan en la superficie de
particulas similares a virus (PSV). Particula similar a virus (PSV), como se usa en este documento, se refiere a una
particula de virus no replicativa o no infecciosa, preferentemente una particula de virus no replicativa y no infecciosa,
o se refiere a una particula de virus no replicativa o no infecciosa, preferentemente una particula de virus no replicativa
y no infecciosa que se asemeja a una estructura infecciosa, preferentemente una capside de virus. La expresién "no
replicativa", como se usa en este documento, se refiere a que es incapaz de replicar el genoma comprendido por la
PSV. La expresion "no infecciosa", como se usa en este documento, se refiere a que es incapaz de ingresar a la célula
huésped.

[0047] Una particula similar a un virus de acuerdo con la invencion es no replicativa y/o no infecciosa, ya que
carece preferentemente de todo o parte de la funcion del genoma o genoma viral. En una realizacién, una particula
similar a un virus es una particula de virus, en la que el genoma viral ha sido inactivado fisica 0 quimicamente.
Tipicamente, y mas preferentemente, una particula similar a virus carece de todos o parte de los componentes
replicativos e infecciosos del genoma viral. Una particula similar a un virus de acuerdo con la invencién puede contener
acido nucleico distinto de su genoma. Una realizacion tipica y preferida de una particula similar a virus de acuerdo con
la presente invencion es una capside viral tal como la capside viral del virus correspondiente, bacteriéfago,
preferentemente bacteri6fago de ARN. Los términos "cépside viral' o "capside", se refieren a un conjunto
macromolecular compuesto por subunidades de proteinas virales. Tipicamente, hay 60, 120, 180, 240, 300, 360 y mas
de 360 subunidades de proteinas virales. Tipicamente y preferentemente, las interacciones de estas subunidades
conducen a la formacién de la capside viral o estructura similar a la capside viral con una organizacion repetitiva
inherente, en la que dicha estructura es, tipicamente, esférica o tubular. Por ejemplo, las capsides de los bacteriéfagos
de ARN o HBcAgs tienen una forma esférica de simetria icosaédrica. La expresion "estructura similar a la capside",
como se usa en este documento, se refiere a un conjunto macromolecular compuesto por subunidades de proteinas
virales que se asemejan a la morfologia de la capside en el sentido definido anteriormente, pero que se desvian del
conjunto simétrico tipico mientras mantienen un grado suficiente de orden y repeticion.

[0048] Una caracteristica comun de las particulas virales y de las particulas similares a virus es la disposicién
altamente ordenada y repetitiva de sus subunidades. Particula similar a un virus de un bacteriéfago de ARN: como se
usa en este documento, la expresion "particula similar a un virus de un bacteriéfago de ARN" se refiere a una particula
similar a un virus que comprende, o que preferentemente consiste esencialmente o que consiste en proteinas de
cubierta, mutantes o fragmentos de las mismas, de un bacteri6fago ARN. Ademas, las particulas similares a virus de
un bacteriéfago de ARN que se asemejan a la estructura de un bacteriéfago de ARN, que no son replicativas y/o no
infecciosas, y que carecen de al menos el gen o los genes que codifican la maquinaria de replicacion del bacteriéfago
de ARN, y que tipicamente también carecen del gen o los genes que codifican la proteina o proteinas responsables
de la unién viral o la entrada en el huésped. Esta definicion, sin embargo, también deberia abarcan particulas similares
a virus de bacteriéfagos de ARN, en las que el gen o0 genes mencionados anteriormente todavia estan presentes pero
inactivos y, por lo tanto, que también conducen a particulas similares a virus no replicativas y/o no infecciosas de un
bacteriéfago de ARN.

[0049] Las PSV preferidas derivadas de bacteri6fagos de ARN muestran una simetria icosaédrica y consisten
en 180 subunidades (monémeros). Los procedimientos preferidos para hacer que una particula similar a un virus de
un bacteriéfago ARN no sea replicativo y/o no infeccioso es mediante inactivacion fisica o quimica, como la radiacion
UV, el tratamiento con formaldehido, tipicamente y preferentemente mediante manipulacién genética.

[0050] Tipicamente, las particulas similares a virus son heterdlogas ya que contienen como proteina heteréloga
extrafia al menos un antigeno diana que se presenta (se muestra) por la PSV en su superficie al anticuerpo que es
capaz de unirse a dicho antigeno diana. La PSV actiia como un portador que muestra la entidad antigénica objetivo.

[0051] Los antigenos objetivo en forma de particulas de acuerdo con la invencién que estan en forma de PSV
generalmente comprenden diferentes proteinas esenciales y una o mas proteinas opcionales adicionales. En una
realizacién, al menos las proteinas esenciales son proteinas de la capside interna mayor del virus, una de dichas
proteinas esenciales es una proteina de la capside externa mayor del virus, y las proteinas opcionales se seleccionan
de entre proteinas de la capside interna menor y proteinas de la capside externa mayor. Preferentemente, las PSV no
comprenden ninguna, o0 una proteina de la capside externa mayor del virus opcional adicional y/o ninguna, una, dos o
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tres proteinas mas de la capside interna menor del virus opcional adicional.

[0052] Las proteinas mencionadas anteriormente son quiméricas y comprenden una secuencia de aminoacidos
derivada de una proteina extrafia distinta o idéntica a dichas proteinas nativas en las que dicha secuencia de
aminoacidos quimérica o nativa forma la secuencia de aminoacidos objetivo para la union de los anticuerpos
biespecificos trifuncionales de la invencion.

[0053] Por lo tanto, al menos una de cualquiera de las proteinas mencionadas anteriormente es quimérica y
comprende una secuencia de aminoacidos derivada de una proteina extrafia distinta de las proteinas nativas.

[0054] Los antigenos de la invencion se pueden producir con al menos una de las proteinas en forma nativa y
la misma proteina o proteinas que estan ademas en forma quimérica, es decir, que incorporan secuencias de
aminoacidos de una proteina extrafia. Los antigenos quiméricos en forma de particulas se pueden producir de acuerdo
con la invencién en los que la secuencia de aminoacidos derivada de la proteina extrafia incluye un epitopo que es
reconocido por un anticuerpo biespecifico trifuncional para la proteina extrafia. Por ejemplo, la proteina extrafia es una
proteina de un organismo productor de enfermedad y el antigeno en forma de particulas es capaz de generar
anticuerpos protectores (por ejemplo, neutralizantes) y/o una respuesta inmunitaria celular en un organismo
susceptible a la enfermedad. Los antigenos usados en la invencién encuentran una utilidad especial en la formulacién
de vacunas.

[0055] Las PSV quiméricas pueden incluir una o mas de las principales proteinas estructurales incorporadas
en forma quimérica. Las PSV pueden incluir al menos una o dos o mas proteinas de virus diferentes en forma nativa,
y al menos una proteina en forma quimérica que comprende una secuencia de aminoacidos de una secuencia de
aminoacidos derivada de una proteina extrafa.

[0056] Las PSV quiméricas que comprenden al menos una proteina no nativa se producen de acuerdo con la
invencion al ensamblar las PSV a partir de una pluralidad de proteinas diferentes, que incluyen proteinas de virus
nativos y la proteina no nativa. La proteina no nativa comprende una secuencia de aminoacidos derivada de una
proteina extrafia y una secuencia de aminoacidos derivada de una proteina de virus nativa. La secuencia de
aminoacidos derivada de una proteina extrafia puede ubicarse en el extremo N-terminal de la proteina quimérica,
aunque también se contemplan otras disposiciones de acuerdo con la invencion, por ejemplo, en la que la secuencia
de aminoécidos derivada de una proteina extrafia se inserta dentro de secuencia de la proteina nativa, o se ubica en
el extremo C-terminal. Se ha descubierto que la ubicacién de la secuencia de aminoacidos derivada de una proteina
extrafia en el extremo N-terminal de la proteina quimérica, permite que el epitopo extrafio sea inmunogénico en la
PSV.

[0057] Pueden emplearse técnicas convencionales de mutagénesis dirigida al sitio y empalme de genes con el
fin de construir secuencias de ADN capaces de expresarse como la proteina quimérica incluida como componente de
las particulas de antigeno de la invencién. De forma similar, las particulas de antigeno se pueden ensamblar a partir
de sus componentes constituyentes en una variedad de formas. Asi, por ejemplo, los componentes pueden producirse
por separado y luego combinarse simplemente mezclando soluciones de las proteinas constituyentes en un medio
adecuado. Sin embargo, se prefiere que las proteinas nativas y quiméricas se expresen juntas de manera que el
ensamblaje de las particulas antigénicas pueda tener lugar sin que el polipéptido expresado se degrade, modifique o
altere de otro modo.

[0058] En una realizacion de la invencidn, el antigeno especifico de tumor EpCAM se reticula con una PSV y
se administra a un individuo con el fin de inducir una respuesta de células T DC8-IFN gamma y proteccién contra
tumores especificos de EpCAM.

[0059] En realizaciones alternativas adicionales de la invencion, el antigeno diana se presenta en forma de una
proteina de fusion heteréloga, un polipéptido multiantigénico, un polipéptido multiepitopo o un antigeno proteico unido
de forma covalente.

[0060] La expresion "proteina de fusion heterdloga” debe entenderse como una proteina que esta compuesta
por al menos dos proteinas que son diferentes entre si y que estan unidas de forma covalente (es decir, fusionadas)
entre si. Al menos un componente de dicha proteina de fusién actia como el antigeno diana, mientras que el otro es
un antigeno adicional contra el cual se va a inmunizar al individuo. Debe observarse que el antigeno diana es
generalmente dicho antigeno contra el cual se va a inmunizar al individuo.

[0061] El término "polipéptido multiantigénico" debe entenderse como un polipéptido que esta compuesto por
al menos dos polipéptidos que son diferentes entre si y que estan unidos preferentemente de forma covalente (es
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decir, fusionados). Al menos un componente de dicho polipéptido actia como el antigeno diana, mientras que el otro
se define como "uno o méas antigenos adicionales" contra los cuales se va a inmunizar al individuo. Debe observarse
que el antigeno diana es generalmente dicho antigeno contra el cual se va a inmunizar al individuo.

[0062] El término "polipéptido multiepitopo” debe entenderse como un polipéptido que estd compuesto por al
menos dos péptidos que definen epitopos que son diferentes entre si y que estan unidos preferentemente de forma
covalente .Al menos un epitopo de dicho polipéptido actia como el antigeno diana, mientras que el otro se define
como "uno o mas antigenos adicionales" contra los cuales se va a inmunizar al individuo. Debe observarse que el
antigeno diana es generalmente dicho antigeno contra el cual se va a inmunizar al individuo.

[0063] La expresion "antigeno proteico unido de forma covalente" debe entenderse como un antigeno proteico
que esta unido de forma covalente a cualquier entidad, por ejemplo, una particula similar a un virus, un bacteriéfago,
un portador, etc.

[0064] Se enfatiza que el antigeno diana y el uno o mas antigenos adicionales contra los cuales se inmuniza
el sujeto mamifero no estan presentes en forma de células, especificamente no estan en forma de células completas.
Cualquier portador al que se une el antigeno diana esta presente en un tamafio que esta dentro de un didmetro medio
de aproximadamente 10 nm a 1 ym. Contrariamente a esto, las terapias mediadas por anticuerpos de la técnica
anterior hicieron uso de células completas cuyo tamafio esta en el intervalo de aproximadamente 10-30 um, es decir,
mucho mas grandes que el tamafio del antigeno diana usado en la invencion.

[0065] "Forma particulada" debe entenderse como cualquier particula de cualquier forma con un diametro
medio de aproximadamente 10 a 1000 nm. Ejemplos especificos son particulas similares a virus, bacteri6fagos,
particulas artificiales, por ejemplo, particulas poliméricas, etc.

Anticuerpos

[0066] De acuerdo con la invencion, se usan anticuerpos biespecificos y/o triespecificos trifuncionales intactos
heterdlogos (actr) en una realizacién especifica y preferida de la invencién. Estos anticuerpos estan intactos, es decir,
tienen una porcién Fc funcional, y deben ser de naturaleza heteréloga, es decir, deben consistir en cadenas pesadas
de inmunoglobulina de diferentes subclases (combinaciones de subclases, también fragmentos) y/u origen (especies).

[0067] Estos anticuerpos biespecificos y/o triespecificos trifuncionales heterélogos intactos se seleccionaran
para que tengan ademas las siguientes propiedades: a) unién a una célula T; b) unién a al menos un antigeno en una
célula tumoral; ¢) unién, mediante su porcion Fc (en el caso de los anticuerpos biespecificos), o0 mediante una tercera
especificidad (en el caso de los anticuerpos triespecificos) a células positivas para el receptor Fc. Preferentemente,
también inician las respuestas de las células T sesgadas por TH1 acompafiadas de interferon gamma y las respuestas
inmunitarias humorales.

[0068] La activacion de las células positivas para el receptor Fc por el actr depende de la subclase o
combinacién de subclases, respectivamente, del actr. Como se demostrd en experimentos in vitro, por ejemplo, los
actr de la subclase de combinacion IgG2a de raton/lgG2b de rata son capaces de unirse y activar simultaneamente
las células positivas para el receptor Fc, lo que conduce a la regulacion positiva y a la formacion (expresion),
respectivamente, de antigenos coestimulantes, como CD40, CD80 o CD86, en la superficie celular de dichas células.
A diferencia, los acbs de la subclase de combinacion IgG1/IgG2b de ratdén son capaces de unirse a las células positivas
para el receptor Fc (1), pero claramente son incapaces de activar estas células en una medida comparable (2).

[0069] Si bien los actr al mismo tiempo se unen y activan las células T a través de uno de los brazos de union
(por ejemplo, a CD3 o CD2), las sefiales coestimulantes derivadas de las células positivas para el receptor Fc unidas
a la porcion Fc del actr pueden transferirse a la célula T. Es decir, solo la combinacién de la activacion de las células
T a través de un brazo de unién del actr y la transferencia simultanea de sefiales coestimulantes de la célula positiva
para el receptor de Fc a las células T da como resultado una activacién efectiva de las células T.

[0070] Otro aspecto importante en la induccidon de inmunidad antitumoral es la posibilidad de fagocitosis,
procesamiento y presentacion de componentes tumorales por células accesorias (monocitos/macréfagos, células
dendriticas y células "asesinas naturales” NK) que se han dirigido y activado por el acbs. Mediante este mecanismo
clasico de presentacion de antigeno, se pueden generar células CD4 especificas del tumor, asi como células CD8
positivas. Ademas, las células CD4 especificas de tumores desempefian un papel importante en la induccion de una
reaccion inmunitaria humoral en el contexto de la cooperacién de las células T-B.

[0071] Los anticuerpos biespecificos y triespecificos trifuncionales son capaces de unirse al complejo receptor
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de células T de la célula T mediante un brazo de union y a los antigenos asociados al tumor mediante el segundo
brazo de unién. De este modo, activan las células T que destruyen las células tumorales mediante la liberacion de
citoquinas 0 mecanismos mediadores de apoptosis. Ademas, en el contexto de su activacion por anticuerpos
biespecificos, es claramente posible que las células T reconozcan antigenos especificos de tumores a través de su
receptor, por lo que se inicia una inmunizacion de larga duracién. En este sentido, la porcion Fc intacta del anticuerpo
biespecifico o triespecifico es de particular importancia al mediar la unién a células accesorias como los
monocitos/macréfagos y las células dendriticas y al inducir a estas células a convertirse en citotoxicas y/o transferir
simultaneamente importantes sefales coestimulantes a la célula T. De esta manera, parece posible que una reaccién
de células T pueda inducirse también contra péptidos especificos de tumores hasta ahora desconocidos.

[0072] La redireccion de células T especificas del tumor posiblemente anergizadas a células tumorales por
medio de anticuerpos biespecificos y/o triespecificos y la coestimulacion simultanea de dichas células T por células
accesorias unidas a la porcién Fc del anticuerpo biespecifico o triespecifico podria actuar para revertir la anergia de
células T citotdxicas (CTL); es decir, usando anticuerpos biespecificos y/o triespecificos heterélogos intactos, se puede
neutralizar una tolerancia de células T existente en el paciente contra el tumor y, por lo tanto, se puede inducir una
inmunidad antitumoral de larga duracion.

[0073] Los anticuerpos usados de acuerdo con la invencion son preferentemente capaces de reactivar células
T especificas de tumores que estan en un estado anérgico. Ademas, son capaces de inducir, por ejemplo, anticuerpos
de union al complemento reactivo al tumor y, por lo tanto, una reaccion inmunitaria humoral.

[0074] La unién de los actr tiene lugar preferentemente a través de CD3, CD2, CD4, CD5, CD6, CD8, CD28
y/o CD44 ala célula T, lo mas preferente a través de CD3. Las células positivas para el receptor Fc tienen al menos
un receptor de Fc gamma |, lla, llb o Ill.

[0075] Los anticuerpos empleados de acuerdo con la invencion pueden unirse a monocitos, macréfagos,
células dendriticas, células "asesinas naturales" (células NK) y/o neutréfilos activados, siendo todas células positivas
para el receptor Fc gamma |.

[0076] Los anticuerpos usados de acuerdo con la invenciéon conducen a una induccién o a un aumento en la
expresion de CD40, CD80, CD86, ICAM-1 y/o LFA-3 como antigenos coestimulantes y/o secrecién de citoquinas por
la célula positiva para el receptor Fc. Las citoquinas son preferentemente IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12 y/o TNF-q.

[0077] La unién a la célula T tiene lugar a través del complejo receptor de células T de la célula T.

[0078] Los anticuerpos biespecificos trifuncionales usados de acuerdo con la invencién son, preferentemente,
un anticuerpo de antigeno antitumoral asociado a anti-CD3 X y/o un anticuerpo de antigeno antitumoral asociado a
anti-CD4 X y/o un anticuerpo de antigeno antitumoral asociado a anti-CD5 X y/o un anticuerpo de antigeno antitumoral
asociado a anti-CD6 X y/o un anticuerpo de antigeno antitumoral asociado a anti-CD8X y/o un anticuerpo de antigeno
antitumoral asociado a anti-CD2 X y/o un anticuerpo de antigeno antitumoral asociado a anti-CD28 X y/o un anticuerpo
de antigeno antitumoral asociado a anti-CD44 X. Se prefiere particularmente un anticuerpo antigeno antitumoral
asociado a anti-CD3 X

[0079] Se prefieren los anticuerpos trifuncionales con el siguiente grupo de combinaciones de isotipos en su
regién Fc:

IgG2b de rata/lgG2a de ratén,

IgG2b de rata/lgG2b de ratén

IgG2b de rata/lgG1 humana,

[VH-CH1, VL-CL]de rat6n-lgG1 humana/[VH-CH1, VL-CL] de rata-lgG1lhumana-[bisagra]-lg3*-CH2-CH3] humana en
los que * = alotipos caucasicos G3m (b+g)= sin union a la proteina A.

[0080] Se prefiere particularmente IgG2b de rata/lgG2a de ratdn, mas preferido en combinacion con anti-CD3.
Preferentemente, dicho anticuerpo biespecifico trifuncional es un anticuerpo antigeno antiobjetivo x anti-CD3 que se
une a los receptores Fcy tipo I/1I/lll con la combinacion de isotipos IgG2b de rata/lgG2a de raton.

[0081] Los anticuerpos son anticuerpos intactos monoclonales, quiméricos, recombinantes, sintéticos,
semisintéticos o modificados quimicamente que tienen, por ejemplo, fragmentos Fv, Fab, scFv o F(ab)2.

[0082] La preparacién de anticuerpos monoclonales que se originan preferentemente en mamiferos, por
ejemplo, procedimientos, como por ejemplo, los descritos en Kdhler y Milstein (Nature 256 (1975), 495), en Harlow y
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Lane (Antibodies, A Laboratory Manual (1988), Cold Spring Harbor) o en Galfré (Meth. Enzymol. 73 (1981), 3).
Ademas, es posible preparar los anticuerpos descritos mediante tecnologia de ADN recombinante de acuerdo con
técnicas obvias para el experto en la materia (véase Kurucz y col. J. Immunol. 154 (1995), 4576; Hollinger y col., Proc.
Natl. Acad. Sc. EE.UU. 90 (1993), 6444). Los anticuerpos usados en el presente procedimiento pueden disefiarse y
fabricarse por un experto en la materia sin una carga indebida; por ejemplo, Greenwood y col. describen el intercambio
de dominios de inmunoglobulina individuales (por ejemplo, CHz) mediante una técnica de clonacion adecuada. Usando
estas técnicas de clonacion, las combinaciones de anticuerpo como [VH-CH1, VL-CL] de ratén-IlgG1 humana/[VH-
CH1, VL-CL] de rata-lgG1lhumana-[bisagra]-lg3*-[CH2-CH3] humana:

en los que * = alotipos caucéasicos G3m (b+g)= sin unién a la proteina A.

[0083] Por un lado, la preparacién de anticuerpos biespecificos trifuncionales se puede realizar usando
tecnologia de ADN recombinante o mediante una técnica de fusion hibrido-hidridoma (véase por ejemplo Milstein y
col., Nature 305 (1983), 537). Mediante esta técnica, se fusionan lineas celulares de hibridoma que producen
anticuerpos, teniendo cada una de las cuales una de las especificidades deseadas, y se identifican y aislan lineas
celulares recombinantes que producen anticuerpos con ambas especificidades.

[0084] La preparacion de anticuerpos que tienen tres especificidades, los llamados anticuerpos triespecificos,
puede llevarse a cabo mediante el acoplamiento a una de las cadenas de IgG pesadas de un anticuerpo biespecifico,
teniendo un tercer sitio de unién a antigeno otra especificidad, por ejemplo, en forma de "fragmentos variables de
cadena Unica" (scFv). El scFv puede estar unido, por ejemplo, a una de las cadenas pesadas a través de un enlazador
—S-S (G4S)nD-I (S = serina, G = glicina, D = aspartato, | = isoleucina). De manera analoga, se pueden preparar
construcciones F (ab)2 triespecificas sustituyendo las regiones CH2-CH3 de la cadena pesada de una especificidad
de un anticuerpo biespecifico por un scFv de una tercera especificidad mientras que las regiones CH2-CH3 de la
cadena pesada de la otra especificidad se eliminan, por ejemplo, mediante la introduccion de un coddn de parada (al
final de la regi6on "bisagra”) en el gen de codificacion, por ejemplo, mediante recombinacion homoéloga. Para la
preparacion de construcciones scFv triespecificas, tres regiones VH-VL que representan tres especificidades
diferentes se disponen en serie. Por el bien de la descripcién completa, se hace referencia, por ejemplo, al documento
US6994853.

[0085] El problema subyacente de la invencién puede resolverse tanto mediante preferentemente anticuerpos
biespecificos trifuncionales como triespecificos en la medida en que muestran las caracteristicas y actividades
caracterizadas en la reivindicacion 1. A continuacion, se describe con mas detalle la preparacion de anticuerpos que
tienen dos y tres especificidades. Proporcionar dichos anticuerpos biespecificos y triespecificos trifuncionales
pertenece al estado de la técnica. La preparacion de anticuerpos que tienen tres especificidades, los llamados
anticuerpos triespecificos, que también son adecuados para resolver el problema fundamental de la invencion, puede
llevarse a cabo, por ejemplo, mediante el acoplamiento a una de las cadenas pesadas de IgG de un anticuerpo
biespecifico de un tercer sitio de unidn al antigeno que tiene otra especificidad, por ejemplo en forma de "fragmentos
variables de cadena Unica" (scFv). El scFv puede estar unido, por ejemplo, a una de las cadenas pesadas a través de
un enlazador S-S (G4S)nD-I (S = serina, G = glicina, D = aspartato, | = isoleucina). De manera analoga, se pueden
preparar construcciones F (ab) 2 triespecificas sustituyendo las regiones CH2-CH3 de la cadena pesada de una
especificidad de un anticuerpo biespecifico por un scFv de una tercera especificidad mientras que las regiones CH2-
CH3 de la cadena pesada de la otra especificidad se eliminan, por ejemplo, mediante la introduccion de un codon de
parada (al final de la region "bisagra") en el gen de codificacién, por ejemplo, mediante recombinacién homéloga.
También es posible preparar construcciones scFv triespecificas. En este caso, tres regiones VH-VL que representan
tres especificidades diferentes se disponen en serie.

[0086] De acuerdo con la invencién, se usan, por ejemplo, anticuerpos biespecificos trifuncionales intactos. Los
anticuerpos biespecificos intactos son una combinacién de dos semimoléculas de anticuerpo (cada una de una cadena
de inmunoglobulina H y L), representando cada una especificidad y, al igual que los anticuerpos normales, tiene
ademas una porcién Fc que realiza las funciones efectoras bien conocidas. Preferentemente, se preparan mediante
tecnologia de quadromas. Este procedimiento de preparacion se describe de manera representativa en el documento
DE4419399.

[0087] Los expertos en la materia conocen los procedimientos para producir anticuerpos policlonales y
monoclonales, y hay muchos anticuerpos disponibles. Véase, por ejemplo, Coligan, Current Protocols in Immunology
Wiley/Greene, NY, 1991; y Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Guide Manual, Cold Spring Harbor Press, NY,
1989; Stites y col., (Eds.) Basic and Clinical Immunology (42 ed.) Lange Medical Publications, Los Altos, CA, y las
referencias citadas en el mismo; GodingMonoclonal Antibodies: Principles and Practice (22 ed.) Academic Press,
Nueva York, NYI 986; y Kéhler y Milstein, Nature 256: 495-497, 1975. Otras técnicas adecuadas para la preparacion
de anticuerpos incluyen la seleccién de bibliotecas de anticuerpos recombinantes en fagos o vectores similares. Véase,
Huse y col., Science 246:1275-1281, 1989; y Ward y col., Nature 341:544-546, 1989. Anticuerpos monoclonales y
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policlonales “especificos” y antisueros (antisuero) se uniran con una KD de al menos aproximadamente 0,1uM,
preferentemente de al menos aproximadamente 0,01 uM o mas, y lo mas tipico y preferente de aproximadamente
0,001 puM 0 mas.

[0088] Las inmunoglobulinas y determinadas variantes de las mismas son conocidas y muchas se han
preparado en cultivos de células recombinantes (por ejemplo, véase la patente de los Estados Unidos n.° 4.745.055;
la patente de los Estados Unidos n.° 4.444.487; el documento WO 88/03565; el documento EP 256.654; el documento
EP 120.694; el documento EP 125.023; Faulkner y col., Nature 298:286, 1982; Morrison, J. Immunol. 123:793, 1979;
Morrison y col., Ann. Rev. Immunol. 2:239, 1984). Los procedimientos detallados para la preparacion de anticuerpos
quiméricos (humanizados) se pueden encontrar en la patente de los Estados Unidos 5.482.856. Los detalles
adicionales sobre la humanizacion y otras técnicas de produccién de anticuerpos e ingenieria se pueden encontrar en
Borrebaeck (ed.), Antibody Engineering, 2 "<d> Edition Freeman and Company, NY, 1995; McCafferty y col., Antibody
Engineering, A Practical Approach, IRL en Oxford Press, Oxford, Inglaterra, 1996, y Paul Antibody Engineering
Protocols Humana Press, Towata, NJ, 1995.

[0089] También se pueden emplear otros procedimientos de preparacion siempre que den como resultado los
anticuerpos biespecificos trifuncionales intactos definidos anteriormente.

Preparaciones farmacéuticas

[0090] La preparacion farmacéutica que contiene uno o mas del antigeno diana y los anticuerpos trifuncionales
se puede administrar por via oral en cualquier forma de dosificacién aceptable, como cépsulas, comprimidos,
suspensiones acuosas, soluciones o similares. La preparacion también se puede administrar por via parenteral. Esto
es a través de las siguientes vias de administracion: inyeccidn subcutanea, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular,
intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intranasal, tdpica, intratecal, intrahepatica, intratumoral, intralesional e
intracraneal o técnicas de infusién. En general, las preparaciones se proporcionardn como una inyeccion o infusion
intravenosa.

[0091] Los anticuerpos y el(los) antigeno(s) objetivo pueden administrarse solos o preferentemente con un
portador farmacéuticamente aceptable, que incluye adyuvantes, vehiculos y excipientes aceptables. Todos estos son
familiares para los expertos en la materia. Se prefiere, por ejemplo, solucién salina fisiolégicamente aceptable.

[0092] La dosis efectiva dependera de una diversidad de factores y esta bien dentro del ambito de un médico
experto ajustar la dosis para un paciente determinado de acuerdo con diversos parametros, como el peso corporal, el
objetivo del tratamiento, la dosis mas alta tolerada, la formulacion especifica usada, la via de administracion, la
respuesta del paciente y similares.

[0093] Los actr empleados de acuerdo con la presente invencion se administran preferentemente en una
cantidad de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 pg, se prefieren adicionalmente aproximadamente 2 a
aproximadamente 8 g, aproximadamente 3 a aproximadamente 7 pg, o de 1 a aproximadamente 5 g, cada uno por
administracion. Las cantidades Optimas pueden ser determinadas por el experto en la materia por medio de
experimentacion.

[0094] El antigeno diana se aplica en una cantidad de aproximadamente 0,1 a 500 pg, adicionalmente
opcionalmente en una cantidad de aproximadamente 0,1 a 400 upg, de aproximadamente 0,1 a 300 ug, de
aproximadamente 0,1 a 200 pg, de aproximadamente 0,1 a 100 pg, de aproximadamente 0,1 a 50 pg, de
aproximadamente 0,1 a 10 pg, o aproximadamente 0,1 a 1 pg.

[0095] El médico puede seleccionar el numero de administraciones de la preparacion farmacéutica de la
invencion de acuerdo con la necesidad del paciente, particularmente la gravedad de la enfermedad, la respuesta del
paciente, la dosis aplicada y otros diversos factores conocidos en la técnica. Opcionalmente dicha administracion se
repite dos o tres veces.

[0096] Dicha composicion farmacéutica puede estar en forma de un kit de partes en el que dicho antigeno
diana, dichos otros antigenos adicionales y dicho anticuerpo se incluyen en al menos dos recipientes espacialmente
distintos y se administran por separado, o en el que dicho anticuerpo esta contenido en un recipiente separado y se
administra por separado del antigeno diana y el uno o mas antigenos adicionales.

[0097] El portador usado en las composiciones farmacéuticas de la invencién se puede seleccionar de entre:
* PSV (por ejemplo, vacunas contra el VHB: Engerix-B, Twinrix; vacunas contra el VPH: Gardasil, Cervarix)
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* PSV quiméricas con antigenos proteicos unidos covalentemente o asociados como los descritos por
Michel y col., Vaccine 2007: epitopos HIV-1-CTL epitopes inserted in HBV-VLPs (HBsAg); o

Reichely col., Current Nanoscience 2006: Polyoma VLPs with associated/packaged target antigens as antigen delivery
vehicles; or Jenning y Bachmann, Biol. Chem. 2008 y Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 2009: VLPs (e.g, QB-
bacteriophages) associated with CpG (Toll-like receptor 9 agonist) and/or crosslinked epitopes or antigens for immune
intervention.

La vacuna contra la malaria RTS, S candidata es una proteina recombinante que fusiona una parte de la proteina
circumsporozoite de P. falciparum con el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B. Combinada con un sistema
adyuvante GSK patentado, RTS, S induce la produccién de anticuerpos y células T que se cree que disminuyen la
capacidad del parasito de la malaria para infectar, desarrollar y sobrevivir en el higado humano. (Hoja de datos de
RTSS de GSK-Fact (GSK, comunicado de prensa, 2010)).

« antigenos de proteina Unica

Vantomme y col., J. Immunther. 2004:MAGE-3 combined with AS02B adyuvant for therapeutic vaccination of patients
with solid metastatic MAGE-3 positive tumors.

« polipéptidos multi-antigeno
Bull y col., PlosOne 2007:

A vaccine comprising a fusion construct designated HAV containing components of two secreted and two cell surface
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis proteins was developed. HAV was transformed into DNA, human
Adenovirus 5 (Ad5) and Modified Vaccinia Ankara (MVA) delivery vectors.

« proteinas de fusién heterélogas

Olsen y col., Infect. Immun. 2001, 2004; Langermans y col., Vaccine 2005: The fusion protein antigen Ag85B-ESAT6
of Mycobacterium tuberculosis is a highly efficient vaccine against tuberculosis.

Ejemplo 1

[0098] Como antigeno portador Unico para fines de inmunizacién con anticuerpos activadores anti-CD3
trifuncionales, se selecciond la proteina EpCAM humana (Strnad y col., 1989). Basandose en los datos de publicacion
descritos anteriormente, diferentes entidades de proteinas unidas covalentemente o proteinas de fusion se comportan
como una unidad [portador mas antigeno(s) huésped(es)] con resultados de inmunizacion comparables. En otras
palabras, si en un experimento de inmunizacién dado, EpCAM sera inmunogénico en términos de inducir respuestas
inmunitarias humorales y mediadas por células, entonces al mismo tiempo, un antigeno de eleccion conjugado o
fusionado con EpCAM provocaria efectos inmunolégicos similares. A nivel molecular y celular, esta reactividad similar
hacia diferentes especies de proteinas se refleja simplemente por la estructura agregada originada a partir de
entidades proteicas unidas covalentemente o asociadas que se fagocita, se procesay presenta a las células T a través
de una unica CPA en el contexto de un determinado entorno inmunoestimulador. A diferencia de las proteinas
enlazadas, es mas improbable que las proteinas individuales no conjugadas se procesen y se presenten por la misma
CPA, por lo que nuevamente puede subrayar el caracter innovador de esta invencion. Solo la activacion de anti-CD3
y el acoplamiento del receptor Fc-gamma activador por medio de anticuerpos biespecificos o triespecificos
trifuncionales pueden crear dichos estimulos localmente limitados ("huella inmunoestimuladora”) que hace que la
totalidad de las respuestas inmunitarias sea comparable entre 2 proteinas diferentes unidas covalentemente o
asociadas en términos de previsibilidad, inicio, duracion y fuerza.

[0099] En resumen, para estudiar las respuestas inmunitarias humorales suscitadas contra el antigeno de la
proteina EpCAM humana recombinante, se inmunizaron por via subcutanea (sc) tres ratones BALB/c hembra por
grupo como se describe en la Tabla |. Ademas, para evaluar el titulo de anticuerpos anti-EpCAM se tomaron muestras
de sangre adecuadas en los momentos indicados y los titulos de anticuerpos anti-EpCAM se determinaron como se
describe en este documento. El grupo B solo mostré titulos de anticuerpos anti-EpCAM de ratén notablemente
mejorados en los dias 61 y 105, mientras que todos los demas grupos de inmunizacién generalmente no indujeron
respuestas de anticuerpos anti-EpCAM (Figura 2). Este hecho es especialmente importante para el grupo D con la
cantidad de EpCAM idéntica en comparacion con la configuracién del grupo B.

[0100] El procedimiento ELISA usado en los presentes ejemplos se realiz6 de la siguiente manera.
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[0101] Siguiendo el cronograma, los sueros de ratones inmunizados se recogieron y se mantuvieron a -20 °C.
Para realizar ELISA de anticuerpo anti-EpCAM de ratén, se recubrieron placas de 96 pocillos (Greiner, Alemania) a 4
°C durante la noche con 1 pug/ml de EpCAM IMAC recombinante en PBS (lote del 13 de noviembre de 2008, ¢ = 1,1
mg/ml). Posteriormente, las placas se bloquearon a temperatura ambiente durante 1 h con ASB al 4 % en PBS. Cada
muestra de suero de cada ratén por grupo se diluy6 1:30 y luego se diluyé en serie 1/2 8 veces en tampon de dilucion
cruzada baja (Candor Bioscience GmbH, Alemania). Como control positivo se us6 el anticuerpo anti-EpCAM HO-3
(Ruf y col., Br J Cancer 97 (3):315, 2007). Después de 1 h de incubacion a temperatura ambiente, las muestras se
lavaron tres veces con tampén Tris/HCI (pH 7,9-8,19). Como anticuerpos de deteccion secundaria, se usaron los
siguientes anticuerpos biotinilados en volimenes equivalentes y se diluyeron a 1:5.000 en tampén de baja dilucién
cruzada: (i) IgG2a antiraton de rata (ATCC n.° HB-90), (ii) IgG1/IlgG2a/lgG2b/IgG3 antiraton de rata (ATCC n.° HB-1
28) y (iii) lgG1 antiratén de rata (obtenido del Dr. E. Kremmer, Helmholtz-Zentrum Munich, Alemania). Posteriormente,
después de 1 h de incubacion a temperatura ambiente, las placas se lavaron de nuevo tres veces con tampon Tris/HCI
(pH 7,9-8,1) y el conjugado de estreptavidina/3-galactosidasa (comprado en Roche Diagnostics, Alemania) diluido a
1:2,500 en tampén de dilucién cruzada baja se afiadio a las muestras. Después de 30-60 minutos de incubacion y tres
etapas de lavado posteriores con tampén Tris/HCI (pH 7,9-8,1), se determiné la DO a 570 nm (DO570) con un lector
VersaMax ELISA (Molecular Devices, EE. UU.).

Tabla I. Programa de inmunizacién contra los efectos adyuvantes de los anticuerpos trifuncionales
(Experimento 1)
Grupo (n) Programa de inmunizacion Muestras de sangre
A (3) 0,4 pg BiLu+ 0,1 pg EpCAM?/1001 pl PBS sc | 50 pl (1 parte alicuota, -80 °C)
eldia0, 21,49y 98 eldia7,28,61y105
B (3) 2 g BiLu + 0,5 pg EpCAM/100 pl PBS sc el | 50 pl (1 parte alicuota, -80 °C)
dia0,21,49y98 eldia7,28,61y105
C(3) 0,1 pg EpCAM/100 pl PBS sc el dia 0, 21, 49 | 50 pl (1 parte alicuota, -80 °C)
y 98 eldia7,28,61y105
D (3) 0,5 pg EpCAM/100 pl PBS sc el dia 0, 21, 49 | 50 pl (1 parte alicuota, -80 °C)
y 98 eldia7,28,61y105
1BiLu: Lote KA 150208 (EpCAM antihumano x CD3 antimurino); 2EpCAM humana recombinante (lote: EpCAM
IMAC del 13 de noviembre de 2008; 1,1 mg/ml. Abreviatura: sc, por via subcutanea.

Ejemplo 2

[0102] En resumen, para estudiar las respuestas inmunitarias humorales suscitadas contra el antigeno de la
proteina EpCAM humana recombinante en un analisis comparativo (anticuerpo trifuncional anti-EpCAM x anti-CD3
BiLu vs. Alhydrogel, un adyuvante convencional), se inmunizaron sc 10 ratones BALB/c hembra por grupo como se
indica en la Tabla Il. Cabe destacar que la compra de Alhydrogel de Sigma es una suspension de gel humedo de
hidréxido de aluminio esterilizado que se ha probado sin pirogenicidad. Para evaluar el titulo de anticuerpos anti-
EpCAM del ratdn, se tomaron muestras de sangre adecuadas en los momentos indicados y los titulos de anticuerpos
anti-EpCAM del ratén se determinaron como se describe anteriormente en el capitulo de “Procedimientos”.
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s adyuvantes de los anticuerpos trifuncionales

Grupo (nimero de ratones)

Programa de inmunizacion

Muestras de sangre

A (n=10)

0,5 ug EpCAM/200 ul PBS sc el dia 0, 7, 28,
56

100 pl (2 partes alicuotas, -80
°C) el dia 5, 26, 54 y 68

B (n=10) 0,5 ug EpCAM + 2 pg BiLu /200 pl PBS sc el | 100 pl (2 partes alicuotas, -80
dia 0, 7, 28, 56 °C) el dia 5, 26,54 y 68

C (n=10) 0,5 ug EpCAM + 20 pl 2Alhydrogel /200 pl | 100 pl (2 partes alicuotas, -80
PBS sc el dia 0, 7, 28, 56 °C) el dia 5, 26,54 y 68

D (n=10) 2 pg BiLu /200 pl PBS sc el dia 0, 7, 28, 56 100 pl (2 partes alicuotas, -80

°C) el dia 5, 26, 54 y 68

1BiLu: Lote KA 150208 (EpCAM antihumano x CD3 antimurino); 2EpCAM humana recombinante (lote: EpCAM
IMAC del 13 de noviembre de 2008; 1,1 mg/ml); 3Alhydrogel (Sigma A8222-250 ml; almacenado a -80 °C);
Abreviatura: sc, por via subcutanea.

[0103] Para evaluar los titulos de anticuerpos especificos de EpCAM respectivos, se tomaron muestras de
sangre adecuadas en los momentos indicados y los titulos de anticuerpos se determinaron por medio de lectura de
ELISA como se describe brevemente en el capitulo de “Procedimientos”. Los resultados de la inmunizacién en términos
de respuestas inmunitarias humorales anti-EpCAM (mediana de los titulos de anticuerpos presentados en la Tabla
IIl.) se pueden resumir de la siguiente manera:

Solo el grupo de inmunizacion B mostroé titulos de anticuerpos anti-EpCAM de raton notablemente mejorados en los
dias 54 y 68, mientras que los grupos de inmunizaciéon A y D generalmente no indujeron respuestas de anticuerpos
anti-EpCAM (Tabla Ill). Curiosamente, el programa de inmunizacion con la formulaciéon de antigeno convencional,
EpCAM recombinante mas Alhydrogel adyuvante (grupo C), realizado en dosis de antigeno EpCAM idénticas al grupo
B, condujo solo a titulos bajos de anticuerpos anti-EpCAM de raton el dia 68 después de la inmunizacién. Por lo tanto,
la formulaciéon de anticuerpos trifuncionales (es decir, anti-EpCAM x anti-CD3, BiLu) junto con el antigeno diana
(EpCAM) es muy superior a las formulaciones de antigenos convencionales en dosis equivalentes usando, por
ejemplo, Alhydrogel (sal de aluminio) como adyuvante.

Tabla Ill. Titulos de anticuerpos anti-EpCAM de raté
recombinantes, incluido el anticuerpo anti-EpCAM x a

n inducidos por diferentes formulaciones de EpCAM
nti-CD3 BiLu oAlhydrogel

Grupo (nimero de ratones) Programa de inmunizacion Titulos antiEpCAM de ratén
(mediana)
A (n=10) 0,5 uyg EpCAM/200 pl PBS sc el dia 0, 7, 28, | Dia 54: 30
56 Dia 68: 30
B (n=10) 0,5 ug EpCAM + 2 g BiLu /200 pul PBS sc el | Dia 5: 30
dia 0, 7, 28, 56 Dia 26: 90
Dia 54:15,360
Dia 68: 61,440
C (n=10) 0,5 ug EpCAM + 20 pl SAlhydrogel /200 pl | Dia 5: 30
PBS sc el dia 0, 7, 28, 56 Dia 26: 30
Dia 54: 30
Dia 68: 300
D (n=10) 2 pg BiLu /200 pl PBS sc el dia 0, 7, 28, 56 Dia 5: 30
Dia 26: 30
Dia 54: 30
Dia 68: 30
1BiLu: Lote KA 150208 (EpCAM antihumano x CD3 antimurino); 2EpCAM humana recombinante (lote: EpCAM
IMAC del 13 de noviembre de 2008; 1,1 mg/ml); 3Alhydrogel (Sigma A8222-250 ml; almacenado a -80 °C);
Abreviatura: sc, por via subcutanea.

Ejemplo 3

[0104] Para evaluar, ademas de las respuestas inmunitarias humorales también las mediadas por células, se
realizé el siguiente estudio experimental en ratones. Para el andlisis comparativo de diferentes mezclas de
inmunizacion, se inmunizaron sc ocho ratones BALB/c hembra contra la proteina EpCAM y se extrajeron muestras de
sangre como se describe enla Tabla IV y la Figura 3 . El dia 32, los grupos experimentales se separaron: cinco ratones
por grupo se desafiaron con células de tumor CT26 transfectadas con EpCAM para evaluar la proteccién del tumor
inducida por inmunizacion in vivo. Los tres animales residuales por grupo se sacrificaron el dia 33 por preparaciones
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de células de bazo y ganglios linfaticos para analizar las respuestas inmunitarias celulares especificas de EpCAM in
vitro.

Tabla IV. Programa de inmunizacién para inducir los e  fectos adyuvantes de los anticuerpos triespecificos

(Ejemplo 3)
Grupo (n) Programa de inmunizacion Muestras de sangre
A (8) 0,5 ug EpCAM?/200 pl PBS sc los dias 0y 21 | 100 pl (1 parte alicuota, -80 °C)
los dias 7, 14, 28y 42

B (8) 0,5 ug EpCAM + 2 pg BiLu /200 pl PBS sc los | 100 pl (1 parte alicuota, -80 °C)
diasOy 21 los dias 7, 14, 28 y 42

C(8) 0,5 pug PSV-EpCAM?3/200 pl PBS sc los dias 0 | 100 pl (1 parte alicuota, -80 °C)
y21 los dias 7, 14,28y 42

D (8) 0,5 pg PSV-EpCAM? + 2 pg BiLu /200 pl PBS | 100 pl (1 parte alicuota, -80 °C)
sclosdias Oy 21 los dias 7, 14, 28y 42

E (8) 0,5 ug PSV# + 2 ug BiLu/200 pl PBS sc los dias | 100 pl (2 partes alicuotas, -80
Oy21 °C) los dias 12, 26, 54 y 68

1 EpCAM antihumano x CD3 antimurino BiLu: Lote KA 150208; 2EpCAM humana recombinante (Lote: EpCAM

IMAC de 13 de noviembre de 2008; 1,1 mg/ml); 3proteinaEpCAM conjugada con particulas similares a virus

(PSV, TRION Research, lote 12.08.11, divididas en alicuotas y almacenadas en glicerol al 50 % a -20 °C);

particulas similares a virus de la proteina VP1 del virus del polinoma murino (Universidad de Vilnius, Instituto

de biotecnologia, Vilnius, Lituania, partes alicuotas y almacenadas en glicerol al 50 % a -20 °C); (Abbing y col.,

Virology 279: 27410, 2004; Gedivilaite y col., Virology 354: 252, 2006)

1. Evaluacion de las respuestas inmunitarias humorales:

[0105] Para evaluar los titulos de anticuerpos especificos de EpCAM y PSV, se tomaron muestras de sangre
adecuadas en los momentos indicados y los titulos de anticuerpos adecuados se determinaron por medio de ELISA.
Los titulos anti-EpCAM se midieron como se describe en el ejemplo I. Para la determinacién de los titulos anti-PSV,
se modificé el ELISA mediante el recubrimiento de 1ug/ml de PSV recombinante en lugar de la proteina EpCAM
recombinante. Como control positivo, se us6 1ug/ml de anticuerpo especifico anti-VP1 murino (Abeam, # Ab34755).

[0106] Los resultados de la inmunizacién en términos de respuestas inmunitarias humorales se pueden resumir
de la siguiente manera (Tabla V):

I. Respuesta anti-Epcam:

[0107] Los titulos mas altos se observaron en el grupo B que comenzé el dia 28 y alcanzé su punto maximo el
dia 42, 10 dias después del desafio con células de tumor CT26 transfectadas con EpCAM. Los titulos intermedios se
midieron para los grupos C y D, los titulos mas bajos para los grupos Ay E. Por lo tanto, la formulacién de anticuerpo
trifuncional junto con el antigeno soluble EpCAM (grupo B) fue mas eficiente en la generacién de una respuesta
inmunitaria humoral.

Il. Respuesta anti-PSV:

[0108] Los anticuerpos especificos de PSV se pudieron detectar en todos los grupos que se inmunizaron con
preparaciones de PSV. La respuesta inmunitaria humoral comenz6 temprano en el dia 7, aumentd ain mas en el dia
14 y finalmente alcanzé su punto maximo en el dia 28, una semana después de la inmunizacion con refuerzo sc. Los
titulos altos de anticuerpos fueron inducidos tanto por PSV como por las preparaciones de conjugado PSV-EpCAM.
Curiosamente, la adicién del anticuerpo BiLu aument6 significativamente la produccion de titulos de 5 a 8 veces en la
mediana en los dias 14 y 28, respectivamente. Por lo tanto, el anticuerpo trifuncional BiLu no solo fomentoé la
produccién de anticuerpos contra el antigeno diana EpCAM, sino también contra las proteinas PSV conjugadas.

Tabla V. Titulos de anticuerpos anti-EpCAM/PSV de ratdn inducidos por diferentes formulaciones de EpCAM
recombinantes, que incluyen el anticuerpo anti-EpCA M x anti-CD3 BiLu y PSV

Grupo (numero de | Programa de inmunizacién Titulos  anti -EpCAM | Titulos anti -PSV
ratones) (mediana) (mediana)

A 0,5 ug EpCAM?/200 ul PBS sc los | Dia 14: 30

(8: dias 7, 14, 28, dias 0y 21 Dia 28: 30 -

5: dia 42) Dia 42:480

B 0,5 ug EpCAM? + 2 g BiLu /200 ul | Dia 14: 30
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(8: dias 7, 14, 28, PBS sclos dias 0y 21 Dia 28: 30 -

5:dia42) Dia 42: 61,440

C 0,5 ug PSV-EpCAM?3/200 ul PBS sc | Dia 14: 30 Dia 7: 60

(8: dias 7, 14, 28, losdias 0y 21 Dia 28: 30 Dia 14: 11,520
5: dia 42) Dia 42:3,840 Dia 28: 184,320
D 0,5 ug PSV-EpCAM® + 2 g | Dia 14: 30 Dia 7: 90

(8: dias 7, 14, 28, BiLu /200 pl PBS sc los dias 0y 21 | Dia 28: 30 Dia 14: 61,440
5:dia42) Dia 42:7,680 Dia 28: 1,474560
E 0,5 ug PSV4+ 2 g BiLu /200 pl PBS | Dia 14: 30

(8: dias 7, 14, 28, sclos dias 0y 21 Dia 28: 30 -

5: dia 42) Dia 42:120

2. Evaluacion de las respuestas inmunitarias celulares:

[0109] Para el andlisis de las respuestas inmunitarias celulares especificas de EpCAM, se sacrificaron 3
ratones por grupo el dia 33, 11 dias después de la inmunizacién con refuerzo. Como control adicional se incluyeron
ratones no tratados previamente y no inmunizados: las células del bazo y del nédulo linfatico (NL) inguinal y
mesenterial se prepararon y reestimularon durante 7 dias ya sea con 1 pug/ml de proteina EpCAM recombinante
(TRION Research, lote: EpCAM IMAC del 13 de noviembre de 2008; 1,1 mg/ml) o con 10 pg/ml del péptido derivado
de EpCAM 225 (metabion, secuencia de aminoacidos: LHF SKK MDL). Por lo tanto, se usaron 7,5 x 106 células del
bazo irradiadas (30 Gy) de un ratén Balb/c donante no tratado previamente como células presentadoras de antigeno
(CPA) y se cargaron durante la noche con la proteina EpCAM. Posteriormente, se afiadieron 7,5 x 108 células de
preparaciones celulares de ratones inmunizados. Como alternativa, las CPA se cargaron con el péptido EpCAM 225
una hora antes de la adicion de las preparaciones celulares. Todos los enfoques se realizaron en placas de 24 pocillos
con 15 x 10° células por pocillo, se suspendieron en medio de reestimulacion compuesto por medio RPMI
complementado con suero de ternera fetal al 10 %, tampon HEPES 10 mM, L-glutamina 2 mM, 1x
penicilina/estreptomicina, B-mercaptoetanol 50 uM, y 60 unidades/ml de IL-2 de raton recombinante (Miltenyi Biotech,
# 130-094-055). Las células se incubaron a continuaciéon a 37 °C y 5 % de CO:2 durante 7 dias y finalmente se
recogieron de los pocillos, se lavaron una vez con el medio descrito anteriormente, se contaron y se usaron para
ensayos ELISPOT IFN-g y de tincion intracelular de IFN-g.

[0110] Para la tincion de IFN-g intracelular se incubaron 108 células/96 pocillos durante 4 horas en medio de
reestimulacion suplementado con 1 pg/ml de PMA, 1 ug/ml de ionomicina y 1 x brefeldina A (200 pl de volumen final)
para la estimulacion y acumulaciéon de IFN-g intracelular. A continuacion, las células se lavaron y se tifieron en la
superficie con anticuerpos anti CD3, CD4 y CD8 (Becton Dickinson) de ratén conjugados con PE (Becton Dickinson),
se lavaron y se fijaron con tampdn de fijacion IC (eBioscience, # 00-8222-49), se lavaron nuevamente y se trataron
dos veces con tampdn de permeabilizacién (eBioscience, # 00-8333-56). Las células se tifieron luego intracelularmente
con el anticuerpo IFN-g antiraton conjugado con CPA (Biozol Diagnostic, # BLD-505810) o con el control del isotipo
lgG1/kappa de rata conjugado con CPA (Biozol Diagnostic, # BLD-400412), se lavaron y se volvieron a suspender en
tampén FACS (PBS, SFB al 0,1 %). Se tifieron 108 células por muestra y se midieron con un citémetro de flujo FACS
Calibur (Becton Dickinson).

[0111] Para el ensayo IFN-g ELISPOT, las células reestimuladas con la proteina EpCAM o el péptido 225 de
EpCAM se transfirieron a una placa IFN-g ELISPOT de 96 pocillos (Becton Dickinson, kit IFN-g de raton ELISPOT #
552569) y se incubaron durante 20-22 horas a 37 °C y 5 % de COz. Se analizaron 100.000 células por pocillo y cada
muestra se midio por cuadruplicado. Las placas ELISPOT se desarrollaron de acuerdo con las recomendaciones de
los fabricantes. La adquisiciéon de manchas de IFN-g fue realizada por CTL Europe GmbH aplicando el software
ImmunoSpot 5.0.40.

[0112] Como se muestra en la Figura 4, hubo un aumento significativo en la produccién de manchas IFN-g en
ratones inmunizados con EpCAM (grupo A), EpCAM + BiLu (grupo B) o PSV-EpCAM + BiLu (grupo D) en comparacion
con los ratones de control no tratados previamente. Los valores medios de las manchas aumentaron de 4,75 (control)
a 27,75 (A), a 39 (B) y a 32,5 (D). Cabe destacar que la diferencia entre el grupo C (PSV-EpCAM) y D (PSV-EpCAM
+ BiLu) también fue estadisticamente significativa (12,75 versus 32,5, ensayo t de dos colas para muestras no
relacionadas, p <0,0023).Esto demuestra que la adicion del anticuerpo trifuncional BiLu a la preparacion del antigeno
PSV-EpCAM aumentd significativamente la respuesta inmunitaria celular inducida contra el antigeno EpCAM medida
por IFN-g ELISPOT.

[0113] Como lo muestra el analisis de FACS intracelular (Figuras 5 A + B ), las células T positivas para CD8
produjeron IFN-g, mientras que las células T positivas para CD4 contribuyeron en mucho menor grado. Esto indica
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que se generaron linfocitos T citotéxicos (CTL) dirigidos contra la proteina EpCAM y que su nimero aumenté en
ratones vacunados con el anticuerpo trifuncional BiLu en combinacién con la proteina EpCAM. Con el fin de evaluar
la especificidad de antigeno exacta de la respuesta CTL, se realizé un ensayo IFN-g ELISPOT con células inmunes
reestimuladas con el péptido 225 derivado de EpCAM. Este péptido nonamero con la secuencia de aminoacidos LFH
SKK MDL fue elegido como un supuesto epitopo CTL especifico de EpCAM humano para la union de MHC de clase |
murino. Un andlisis de basqueda con un software de prediccion de epitopos
(http://www.svfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm) dio como resultado una buena puntuacion de
20 para la unién del péptido 225 con el haplotipo MHC de clase | H2-K9. Curiosamente, la secuencia peptidica difiere
en cuatro aminoacidos (44 %) del péptido EpCAM de raton homélogo. Por lo tanto, el péptido 225 debe ser reconocido
como extrafio por el sistema inmune del ratén que evita la induccién de tolerancia.

[0114] De hecho, como se muestra en la Figura 6 , se midié un aumento significativo de la produccién de IFN-
g para el grupo de inmunizaciéon D que recibi6 el anticuerpo PSV-EpCAM mas el anticuerpo BiLu). El nUmero medio
de manchas en comparacioén con el grupo de control C (PSV-EpCAM sin Bilu) y el control no tratado previamente fue
de 15,25 frente a 4, respectivamente 5 (ensayo t de dos colas para muestras no relacionadas, p= 0,0089). Esto
demuestra que el uso del anticuerpo BiLu en combinacion con conjugados PSV-EpCAM fomento el desarrollo de CTL
especificos para el péptido 225 derivado de EpCAM.

3. Evaluacion de la proteccién del tumor in vivo:

[0115] Para evaluar si las respuestas inmunitarias humorales y celulares inducidas condujeron a la proteccién
del tumor contra células de adenocarcinoma de raton CT26 que expresan EpCAM (CT26-EpCAM), se desafiaron cinco
ratones por grupo de inmunizacién por via intraperitoneal (ip) el dia 32 con una dosis letal de 5x10° células tumorales.
Como se representa en la Figura 7A-C , los ratones que recibieron el anticuerpo BiLu ademas de la preparacion de la
vacuna proteica EpCAM tuvieron una supervivencia prolongada significativa en comparacion con los grupos de control
respectivos sin el anticuerpo BiLu. En ambas configuraciones de inmunizacion, ya sea con la proteina EpCAM soluble
o con la proteina EpCAM conjugada con PSV, la adicion del anticuerpo trifuncional BiLu dio como resultado una mayor
proteccion contra las células tumorales que expresan EpCAM. Cabe destacar que la supervivencia de los ratones se
correlacioné directamente con los resultados del ensayo ELISPOT especifico de IFN-g para monitorizar las células T
CD8 especificas para EpCAM restringidas por MHC de clase | (Figura 4). Estos resultados subrayan la importancia
destacada de las respuestas inmunitarias mediadas por células para la defensa del tumor.

4, Conclusiones

[0116] Los hallazgos experimentales del Ejemplo 3 respaldan claramente la prominente capacidad adyuvante
de los anticuerpos trifuncionales en términos de induccién de inmunidad humoral y mediada por células. Tomados en
conjunto, EpCAM soluble o0 EpCAM conjugado con las PSV y dirigidos por el anticuerpo trifuncional anti-EpCAM x CD3
antimurino biLu a linfocitos T y células accesorias (como células dendriticas, macr6fagos/monocitos o linfocitos B)
conducen a

(i) un aumento de mas de 120 veces del titulo anti-EpCAM (Tabla V) en comparacion con el grupo de control sin actr
BiLu,

(i) un aumento de mas de 6 veces de los anticuerpos anti-PSV (Tabla V) en comparacién con el grupo de control sin
actr BiLu (solo un aumento de 2 veces de los titulos de anticuerpos anti-EpCAM debido a la menor densidad de
superficie de EpCAM en las PSV),

(iii) un aumento especifico de EpCAM de células T secretoras de IFN-gamma (es decir, predominantemente células T
CD8") reestimuladas con proteina EpCAM recombinante en comparacién con el control sin actr BiLu (Figura 4 y
Figura 5A),

(iv) un aumento significativo de células T secretoras de IFN-gamma especificas de EpCAM (es decir,
predominantemente de células TCD8*) de ratones inmunizados con PSV-EpCAM/BiLu reestimulados con un péptido
EpCAM restringido a MHC de clase | en comparacién con el control sin actr BiLu (Figura 6 ),

(v) diferencias significativas en la supervivencia entre los ratones inmunizados con EpCAM/BiLu y el grupo de control
sin actr o0 entre los ratones inmunizados con PSV-EpCAM/BiLu y el grupo de control sin actr BiLu en el desafio tumoral
CT26-EpCAM (Figura 7A y 7B)

[0117] Se debe enfatizar que la concentracion de EpCAM del conjugado PSV-EpCAM aplicada para la
inmunizacién de ratones se redujo considerablemente en aproximadamente un 70 % en comparacion con la
formulacién de la vacuna con proteina EpCAM recombinante sola. Cabe destacar que la formulaciéon de la vacuna
EpCAM/BiLu o PSV-EpCAM/BIiLu parecio6 estimular predominantemente a las células T CD8* mediante el uso de vias
alternativas de procesamiento/presentacion de antigeno MHC de clase | (Figura 4 y Figura 5A ), que eran diferentes
de las vias de trafico de antigenos de proteinas externas solubles dentro de las células presentadoras de antigenos.
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Generalmente, estas proteinas externas fueron presentadas predominantemente por las moléculas MHC de clase | a
las células T CD4* que no fueron estimuladas por todas las formulaciones de vacunas usadas, especialmente no por
los compuestos PSV-EpCAM/BiLu o EpCAM/BiLu que tienen potencial adyuvante.

[0118] Sin embargo, la falta de estimulacion de células TCD4* suscitadas por las inmunizaciones de control de
EpCAM o PSV-EpCAM podria explicarse mejor por la baja cantidad de antigeno EpCAM usada para la vacunacion de
animales en ausencia de un adyuvante adecuado. Lo mas importante es que la reestimulacién in vitro de esplenocitos
de ratones inmunizados con EpCAM/BiLu- o PSV-EpCAM/BiLu con proteina EpCAM recombinante activld
predominantemente a las células TCD8"*.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica que comprende:

 una cantidad farmacéuticamente efectiva de un anticuerpo biespecifico y/o triespecifico trifuncional que tiene las
siguientes propiedades:

(a) union a una célula T a través de CD3 y activacion de dicha célula T;

(b) unién a un antigeno diana aislado que esta separado de su contexto natural, por ejemplo, una célula, un virus, una
bacteria, un protozoo, o un hongo y que no esta asociado o es parte de dicho contexto natural;

(c) unién a través de su porcién Fc o por una tercera especificidad (en el caso de los anticuerpos triespecificos) a
células positivas para receptores Fc-y de tipo I, Il y/o Il e inicio de la produccidn de citoquinas o la regulacién positiva
de sefiales coestimulantes o una combinacién de los mismos y la activacién por lo tanto de las células T;

(d) inicio de las respuestas de las células T sesgadas por TH1 acompafadas de interferon gamma y las respuestas
inmunitarias humorales;

y

 una cantidad inmunoldgicamente efectiva de dicho antigeno diana aislado y opcionalmente uno o mas antigenos
adicionales aislados en una cantidad inmunolégicamente efectiva, en la que dichos antigenos estan presentes aislados
de su contexto natural, por ejemplo, una célula, un virus, una bacteria, un protozoo o un hongo y que no esta asociado
o0 es parte de dicho contexto natural, y un portador farmacéuticamente aceptable,

para su uso en un procedimiento de inmunizacién de un sujeto mamifero que comprende administrar a dicho sujeto
una cantidad farmacéuticamente efectiva de dicha composicion farmacéutica para suscitar una respuesta inmunitaria
mediada por células o humoral o una combinacion de las mismas contra dicho antigeno diana y dichos opcionalmente
uno o mas antigenos adicionales para inmunizar dicho sujeto mamifero de dicho uno o mas antigenos.

2. La composicion farmacéutica para su uso en un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en la
gue dicho antigeno diana se selecciona de entre un grupo de antigenos asociados a enfermedades, preferentemente
seleccionados de entre antigenos especificos de tumores, virus, bacterias, hongos, protozoos o un epitopo
inmunolégicamente activo del mismo, o en la que dicho antigeno diana es una proteina transportadora o un epitopo
inmunolégicamente activo de la misma.

3. La composicion farmacéutica para su uso en un procedimiento de acuerdo con una o mas de las
reivindicaciones anteriores, en la que dicho antigeno diana y/o uno o mas de dichos otros antigenos adicionales estan
presentes en forma aislada, no conjugada, o dicho antigeno diana esta conjugado o asociado con un portador o en la
gue dicho antigeno diana y dicho uno o mas antigenos adicionales estan asociados o conjugados entre si directamente
o0 a través de un portador, opcionalmente en la que dicho antigeno diana se presenta mediante una particula similar a
un virus.

4. La composicion farmacéutica para su uso en un procedimiento de acuerdo con una o mas de las
reivindicaciones anteriores, en la que dicho anticuerpo trifuncional es un anticuerpo biespecifico de rata/raton.

5. La composicion farmacéutica para su uso en un procedimiento de acuerdo con una o mas de las
reivindicaciones precedentes, en donde dicho anticuerpo biespecifico o triespecifico trifuncional es un anticuerpo anti-
antigeno diana x anti-CD3 que se une a receptores Fcy tipo I/ll/lll, en la que dicho anticuerpo biespecifico trifuncional
tiene la combinacién de isotipos IgG2b de rata/lgG2a de raton.

6. La composicion farmacéutica para su uso en un procedimiento de acuerdo con una o mas de las
reivindicaciones anteriores, en la que dichos anticuerpos biespecificos o triespecificos trifuncionales se administran
en una cantidad de aproximadamente 1 a 10 pg, opcionalmente en la que dicha administracion se repite dos o tres
veces.

7. La composicidon farmacéutica para su uso en un procedimiento de acuerdo con una o mas de las
reivindicaciones anteriores, en la que dicho antigeno diana se administra en una cantidad de aproximadamente 0,1-
500 pg.

8. La composicion farmacéutica para su uso en un procedimiento de acuerdo con una o mas de las
reivindicaciones anteriores, en la que dicho antigeno diana es un antigeno asociado a la enfermedad seleccionado de
entre uno o mas miembros del grupo que consiste en antigenos asociados a tumores, antigenos fangicos, antigenos
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virales, antigenos de protozoos y bacterianos, y/o en la que dicho antigeno diana es un antigeno especifico del
portador pero no asociado a la enfermedad en la que el antigeno asociado a la enfermedad esta conjugado o asociado
con dicho portador, y/o en la que dicho antigeno diana no es un antigeno asociado a ninguna enfermedad conjugado
0 asociado con uno 0 mas antigenos asociados a la enfermedad, y/o un epitopo inmunolégicamente activo de
cualquiera de dichos antigenos diana.

9. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad farmacéuticamente efectiva de un
anticuerpo biespecifico y/o triespecifico trifuncional que tiene las siguientes propiedades:

(a) unién a una célula T a través de CD3 y activacién de dicha célula T;

(b) unién a un antigeno diana aislado que esta separado de su contexto natural, por ejemplo, una célula, un virus, una
bacteria, un protozoo, o un hongo y que no esta asociado o es parte de dicho contexto natural;

(c) unién a través de su porcion Fc o por una tercera especificidad (en el caso de los anticuerpos triespecificos) a
células positivas para receptores Fc-y de tipo I, Il y/o Il e inicio de la produccion de citoquinas o la regulacion positiva
de sefiales coestimulantes o una combinacion de los mismos y la activacién por lo tanto de las células T;

(d) inicio de las respuestas de las células T sesgadas por TH1 acompafadas de interferon gamma y las respuestas
inmunitarias humorales;

y

una cantidad inmunolégicamente efectiva de dicho antigeno diana aislado y opcionalmente antigenos adicionales
aislados que estan aislados de su contexto natural, por ejemplo, una célula, un virus, una bacteria, un protozoo, o un
hongo y que no esta asociado o es parte de dicho contexto natural, y un portador farmacéuticamente aceptable.

10. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que dicho antigeno diana es un
antigeno diana especifico de la enfermedad seleccionado de entre el grupo que consiste en antigenos especificos de
tumores, virus, bacterias, hongos y protozoos, o un epitopo inmunolégicamente activo de los mismos, o en la que
dicho antigeno diana es una proteina portadora o un epitopo inmunolégicamente activo de la misma.

11. La composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicha composicion esta en forma de una formulacién de vacuna.

12. La composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicha composicion esta en forma de un kit de partes en la que dicho antigeno diana, dichos otros antigenos adicionales
y dicho anticuerpo se incluyen en al menos dos recipientes espacialmente distintos y se administran por separado, o
en la que dicho anticuerpo esta contenido en un recipiente separado y se administra por separado del antigeno diana
y dicho uno o més antigenos adicionales.

13. La composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicho antigeno diana y/o uno o mas de dichos otros antigenos adicionales estan presentes en forma aislada, no
conjugada, o dicho antigeno diana esta conjugado o asociado a un portador o en la que dicho antigeno diana y dicho
uno o mas antigenos adicionales estan asociados o conjugados entre si directamente o a través de un portador,
opcionalmente en la que dicho antigeno diana se presenta mediante una particula similar a un virus.

14. La composicién farmacéutica de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicho antigeno diana es un antigeno especifico del portador pero no asociado a la enfermedad en la que el antigeno
asociado a la enfermedad esta conjugado o asociado con dicho portador.

15. La composicion farmacéutica de acuerdo con una o mas de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicho portador asociado con dicho antigeno diana tiene un diametro medio de 10-500 nm, y/o en la que dicho
anticuerpo biespecifico y/o triespecifico trifuncional esta contenido en una cantidad de 1 a 10 ug, y/o en la que dicho
antigeno diana esta contenido en una cantidad de 0,1 a 500 ug.
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