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DESCRIPCION
Composiciones de silice mesoporosa para modular las respuestas inmunitarias
Apoyo Gubernamental

Esta invencién se realiz6 con el apoyo del Gobierno bajo la subvencion No. RO1DE019917 otorgada por los
Institutos Nacionales de Salud. El gobierno tiene ciertos derechos sobre la invencion.

Campo de la invencion
La invencion se refiere a composiciones inyectables biocompatibles.
Antecedentes de la invencion

Las vacunas que requieren la manipulacion ex vivo de las células, como la mayoria de las terapias basadas en
células, conducen a una mala localizacion de los ganglios linfaticos y una eficiencia limitada.

Cancer Research, vol. 71, no. 24 Supplement, P1-01-12 se refiere a particulas de silicio mesoporosas para la
presentacién de antigenos tumorales y adyuvantes para la inmunidad contra el cancer. El documento describe que
ensayos se llevaron a cabo sobre la capacidad de las particulas de silicio mesoporosas (pSi) para funcionar como
sustratos para las células dendriticas (DC) y para activar las células mediante la activacion de los receptores de
superficie del tipo Toll (TLR). También se examin6 el impacto de una mezcla de citoquinas en la maduraciéon de DC
y su impacto en la absorcion de particulas.

El documento de Patente WO 2007/030901 se refiere a un complejo inmunogénico formado antigenos vacunales
encapsulados por silice mesoporosa nano estructurada. El documento describe que un complejo inmunogénico esta
constituido por antigenos de diversas naturalezas, encapsulados por silices mesoporosas nano estructuradas
altamente ordenadas que actian como adyuvantes. Las particulas de silice mesoporosas comprenden estructuras,
por ejemplo, en la forma de canales que tienen poros de 2-50 nm.

El documento de Patente WO 2011/130753 describe nano- y micro-materiales funcionalizados para terapias
médicas. Se describen soportes de silice mesoporosos que tienen una superficie funcionalizada.

Compendio de la invencion

La invencién proporciona una solucién a problemas e inconvenientes asociados con los enfoques anteriores. Por
consiguiente, la invencion presenta una composicion que comprende varillas de silice mesoporosa (MPS) que
comprenden un compuesto de reclutamiento de células inmunes y un compuesto de activacion de células inmunes
en donde dicho compuesto de reclutamiento comprende un factor estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos (GM-CSF), el ligando 21 de la quimiocina (motivo C-C) (CCL-21), el ligando 19 de la quimiocina (motivo
C-C) (CCL-19), o un ligando tirosina quinasa 3 del tipo FMS (FlIt-3); y el agonista de TLR comprende monofosforil
lipido A (MPLA), un oligonucleétido de citosina-guanosina (CpG-ODN), CpG-ODN condensado con poli(etilenimina)
(PEI), acido policitidilico (poli I:C), PEl-poli (I:C), acido poliadenilico-poliuridilico (poli (A:U)), PEl-poli (A:U), o
lipopolisacéarido (LPS). La longitud de las varillas varia desde 5 um hasta 500 um.

Preferiblemente, las varillas comprenden poros de entre 2-50 nm de diametro, por ejemplo, poros de entre 5-25 nm
de didametro o poros de entre 5-10 nm de diametro. En realizaciones preferidas, las varillas comprenden poros de
aproximadamente 8 nm de didmetro. En un ejemplo, las varillas comprenden una longitud de 5-25 um, por ejemplo,
10-20 um. En otros ejemplos, las varillas comprenden una longitud de 50 pm a 250 um. El reclutamiento robusto de
células se logré con composiciones de microparticulas de MPS caracterizadas por tener una relacion de aspecto
mas alta, por ejemplo, con varillas que comprenden una longitud de 80 um a 120 um.

Ejemplos de compuestos de reclutamiento descritos en la presente memoria incluyen quimiocinas, por ejemplo, una
quimiocina seleccionada del grupo que consiste en el ligando 21 de la quimiocina (motivo C-C) (CCL-21, nimero de
acceso de GenBank: (aa) CAG29322.1 (Gl:47496599), (na) EF064765.1 (Gl:117606581), ligando 19 de la
quimiocina (motivo C-C) (CCL-19, ndmero de acceso de GenBank: (aa) CAG33149.1 (Gl:48145853), (na)
NM_006274.2 (Gl:22165424), asi como un ligando tirosina quinasa 3 del tipo FMS (FIt3); nimero de acceso de
GenBank: (aa) AAI44040 (G1:219519004), (na) NM_004119 (GI:121114303).

Los compuestos que activan las células inmunes incluyen agonistas de TLR. Dichos agonistas incluyen patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs), por ejemplo, una composicién que simula infecciones, tal como un
inmunomodulador derivado de bacterias (también conocido como sefial de peligro). Los agonistas de TLR incluyen
composiciones de acido nucleico o lipidos [por ejemplo, monofosforil lipido A (MPLA)]. En un ejemplo, el agonista de
TLR comprende un agonista de TLR9 tal como un oligonucleétido de citosina-guanosina (CpG-ODN), un
oligonucledtido (ODN) condensado de poli(etilenimina) (PEI) tal como PEI-CpG-ODN, o acido desoxirribonucleico
bicatenario (DNA). Por ejemplo, el dispositivo comprende 5 pg, 10 ug, 25 pg, 50 pg, 100 pg, 250 pg, o 500 pg de
CpG-ODN. En otro ejemplo, el agonista de TLR comprende un agonista de TLR3 tal como el acido poliinosinico-
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policitidilico (Poli 1:C), PEI-poli (I:C), acido poliadenilico-poliuridilico (poli A:U), PEI-poli (A:U), o &cido ribonucleico
bicatenario (RNA).

Los lipopolisacaridos (LPS) son también Utiles para este fin.

Para generar una respuesta inmune, la composicion comprende un antigeno al que se desea la respuesta inmune.
Por ejemplo, la composicién comprende un antigeno tumoral. En realizaciones preferidas, el antigeno comprende un
lisado de células tumorales (por ejemplo, de una muestra de biopsia tumoral que se tomé al sujeto a tratar). El sujeto
es preferiblemente un paciente humano, pero las composiciones/sistemas se utilizan también para uso veterinario,
por ejemplo, para el tratamiento de animales de compania tales como perros y gatos, asi como animales de trabajo
tales como caballos y ganado tal como ganado vacuno, bueyes, ovejas, cabras y similares.

Las células que presentan el antigeno, tal como las células dendriticas (DC’s), trafican a través del dispositivo de
MPS, es decir, las células no permanecen en el dispositivo de forma permanente. Las células inmunes se reclutan
para el dispositivo y estan presentes en el dispositivo temporalmente mientras se encuentran con el antigeno y se
activan. Las células inmunes tal como las DC’s se dirigen después a un ganglio linfatico. Se acumulan en un ganglio
linfatico, por ejemplo, un ganglio linfatico de drenaje, no en el dispositivo de MPS. Las células acumuladas en el
ganglio linfatico aumentan ain mas la respuesta inmune al antigeno de la vacuna dando como resultado una fuerte
respuesta celular y humoral al antigeno.

Por lo tanto, un método para inducir una respuesta inmune especifica de antigeno sistémico a un antigeno de
vacuna, comprende administrar a un sujeto la composiciéon de MPS descrita anteriormente. La composicion se carga
en una jeringa y se inyecta en el cuerpo del receptor. Por ejemplo, una pequefa cantidad (por ejemplo, 50-500 pl,
por ejemplo, 150 ul) se administra por via subcutanea. Tipicamente, el dispositivo (composicion de MPS) se infiltra
con células el dia 2 después de la administracion, y en el dia 5-7, un ganglio linfatico de drenaje se hincha con
células que han migrado fuera del dispositivo y al tejido de los ganglios linfaticos, donde se acumulan y propagan
aln mas una respuesta especifica de antigeno. Las composiciones son, por lo tanto, Utiles para inducir el paso de
las células inmunes a un ganglio linfatico. No es necesario eliminar la composicion de MPS después de |a terapia de
vacunacion. La composicion puede permanecer en el cuerpo en el sitio de administracion, donde se degrada. Por
ejemplo, las particulas de MPS son consumidas por los macr6fagos con el tiempo y eliminadas después del cuerpo.

Un método para fabricar una vacuna comprende proporcionar una suspension de varillas de silice mesoporosa,
poner en contacto las varillas con un antigeno de vacuna, un compuesto de reclutamiento de células inmunes y un
compuesto de activacion de células inmunes. El antigeno de la vacuna comprende un lisado de células tumorales, el
compuesto de reclutamiento comprende un GM-CSF y el compuesto de activacion comprende un CpG ODN. En
algunos casos, las varillas se modifican con acido glicélico o acido lactico antes de poner en contacto las varillas con
uno o mas de los siguientes compuestos: antigeno de vacuna, compuesto de reclutamiento o compuesto de
activacion. Opcionalmente, la composicién/dispositivo de MPS se fabrica con varillas de MPS, un compuesto de
reclutamiento de células inmunes y un compuesto de activacion de células inmunes (opcionalmente, con
modificacién de &cido glicdlico o lactico), almacenados y/o enviados al sitio de uso, después de lo cual la
preparacion de antigeno tumoral especifico del paciente o lisado se afade a la suspension de las varillas antes de la
administracion, por ejemplo 1, 2, 6, 12, 24 o0 48 horas, antes de la administracion al paciente.

Los compuestos que se cargan en la composicion de MPS se procesan o purifican. Por ejemplo, los polinucleétidos,
polipéptidos u otros agentes se purifican y/o aislan. Especificamente, como se utiliza en la presente memoria, una
molécula de &cido nucleico, polinucleétido, polipéptido o proteina de “aislada” o “purificada” estd sustancialmente
libre de otro material celular o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o precursores
quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetizan de forma quimica. Los compuestos purificados son al
menos el 60% en peso (peso seco) del compuesto de interés. Preferiblemente, la preparacion es al menos el 75%,
mas preferiblemente al menos el 90%, y lo mas preferiblemente al menos el 99% en peso del compuesto de interés.
Por ejemplo, un compuesto purificado es uno que tiene al menos un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 98%, 99% o
100% (p/p) del compuesto deseado en peso. La pureza se mide mediante cualquier método estandar apropiado, por
ejemplo, mediante cromatografia en columna, cromatografia en capa fina o analisis de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Un polinucleétido purificado o aislado (acido ribonucleico (RNA) o acido desoxirribonucleico
(DNA)) esta libre de genes o secuencias que lo flanquean en su estado natural. Purificado define también un grado
de esterilidad que es seguro para la administracién a un sujeto humano, por ejemplo, que carece de agentes
infecciosos o téxicos. En el caso de los antigenos tumorales, el antigeno puede ser purificado o una preparacion
procesada tal como un lisado de células tumorales.

De manera similar, por “sustancialmente puro” se entiende un nucleétido o polipéptido que se ha separado de los
componentes que lo acompafan naturalmente. Tipicamente, los nucleétidos y polipéptidos son sustancialmente
puros cuando son al menos del 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, o incluso 99%, en peso, libres de proteinas y moléculas
organicas naturales con las que estan naturalmente asociado.

Una molécula pequefia es un compuesto que tiene menos de 2000 daltons en masa. La masa molecular de la
molécula pequefa es preferiblemente inferior a 1000 daltons, mas preferiblemente inferior a 600 daltons, por
ejemplo, el compuesto es inferior a 500 daltons, 400 daltons, 300 daltons, 200 daltons o 100 daltons.
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El término de transicion “que comprende”, que es sinbnimo de “que incluye”, “que contiene” o “caracterizado por”, es
inclusivo o abierto y no excluye elementos adicionales no citados o etapas del método. Por el contrario, la frase de
transicion “que consiste en” excluye cualquier elemento, etapa o ingrediente no especificado en las reivindicaciones.
La frase de transicion “que consiste esencialmente en” limita el alcance de una reivindicacion a los materiales o
etapas especificadas y “aquellos que no afectan materialmente las caracteristicas basicas y novedosas de la
invencion reivindicada.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcién de las
realizaciones preferidas de la misma, y de las reivindicaciones. A menos que se defina lo contrario, todos los
términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen el mismo significado que comunmente
entiende un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Aunque puedan utilizarse métodos y materiales
similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria en la practica o ensayos de la presente invencion, se
describen a continuacion métodos y materiales adecuados.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una imagen SEM de las varillas de MPS. El apilamiento aleatorio y el autoensamblaje de estas
varillas generan un espacio 3D que permite la infiltracién celular.

La Figura 2 es un gréfico de barras que muestra la expresion del marcador de superficie dependiente de las varillas
de MPS de diferentes longitudes. Se incubaron 100 pg de las varillas de MPS de diferentes longitudes con células
dendriticas derivadas de médula 6sea durante 18 horas. Como un marcador de inflamacion, el porcentaje de células
activadas se determin6 mediante tincién para los receptores de superficie celular CD11¢c (marcador de DC), MHCII
(marcador de presentacién de antigeno) y CD86 (receptor coestimulador). La propiedad inflamatoria de las varillas
aumenté con el aumento de la longitud. Dado que un andamio deseado muestra propiedades inflamatorias (similar al
control del andamio de PLG), se utilizaron varillas entre 30 y 100 um o 120 um en experimentos posteriores.

La Figura 3 es una serie de imagenes que muestran el efecto de las varillas de MPS en un ratén. La Figura 3A es
una imagen que representa un sitio de inyeccion del andamio extirpado después de 7 dias después de que se
inyectasen por via subcutdnea 5 mg de varilla de MPS marcada con rodamina en un ratén C57bl/6j. El bolsillo
subcutaneo indica que las varillas se localizaron y se autoensamblaron para crear un microambiente 3D. La Figura
3B es una imagen SEM del sitio del andamio extirpado que demuestra la infiltracion celular en el sitio del andamio.
La Figura 3C representa imagenes vivas/muertas de las células separadas del andamio de MPS, demostrando el
reclutamiento de células vivas.

La Figura 4A es un grafico lineal que muestra la liberacién del GM-CSF de las varillas de MPS. Se carg6 1 ug de
GM-CSF en las varillas de MPS y se incubaron en BSA/PBS al 0,1%. Es sobrenadante se recogié periédicamente y
se midié para el GM-CSF utilizando ELISA (R&D). GM-CSF se libera continuamente de las varillas de MPS. La
Figura 4B es un grafico de barras que muestra la expresion del marcador de superficie en un cocultivo in vitro de
células dendriticas derivadas de médula ésea (BMDC) con MPS. Se incubaron 100 pg de las varillas de MPS no
modificadas, modificadas con amina, tiol, cloro y fosfonato con 108/ml de BMDCs durante 18 horas. Las células se
analizaron después para la expresion de MHC de clase Il y la molécula coestimuladora CD86. Una expresion
aumentada de MHCII y CD86 de los BMDCs estimulados por MPS indica que las varillas de MPS son inflamatorias,
y esta propiedad se modulé modificando la superficie de las varillas de MPS.

La Figura 5A es un grafico de barras que representa el reclutamiento de CDs por las varillas de MPS cargadas con
GM-CSF. Se inyectaron por via subcutanea 5 mg/ratén de varillas de MPS cargadas con o sin 1 pg /raton de GM-
CSF. Las células del sitio del andamio se recuperaron y se tifieron para el receptor CD11¢ (marcador de DC). El
andamio de MPS cargado con GM-CSF fue capaz de reclutar mas DCs que el andamio de MPS blanco. La Figura
5B es un gréafico de barras que representa la expresién del marcador de superficie de DCs. El andamio de MPS
cargado con GM-CSF y CpG-ODN activé mas DCs que sin CpG-ODN.

Las Figuras 6A-B son graficos de barras que muestran (Figura 6A) el porcentaje de células B220+ o (Figura 6B) el
numero total de células B220+ en el sitio del andamio. Se inyectaron por via subcutanea 5 mg/ratén de varillas de
MPS cargadas con o sin 1 pg/ratén de GM-CSF, 100 ug de CpG-ODN y 130 ug de ovoalbimina. Las células del sitio
del andamio se recuperaron periddicamente y se tifieron para el receptor B220 (marcador de células B). El andamio
de MPS cargado con GM-CSF, CpG-ODN y Ova fue capaz de reclutar mas células B para el dia 3.

Las Figuras 7A-C son diagramas de dispersion de citometria de flujo (Figura 7A) y graficos de barras (Figuras 7B-C)
que representan la presencia del marcador MHC-I-SIINFEKL (SEQ ID NO:1) en la superficie de las DCs. El andamio
de MPS cargado con GM-CSF, CpG-ODN y el antigeno modelo de ovoalbumina indujo la expansion de DCs
especificas de antigeno dirigidas al ganglio linfatico de drenaje (dLN). Las células del dLN se tifien con el marcador
dendritico CD11c y el marcador MHC-I-SIINFEKL, que indica que una parte de la proteina ovoalbumina, la
secuencia de péptidos SIINFEKL, se presenta en la superficie de la célula en el complejo MHC-I.

Las Figuras 8A-B son gréaficos de barras que muestran la formacion del centro germinal debido al andamio de MPS.
El andamio de MPS cargado con GM-CSF, CpG-ODN y el antigeno modelo de ovoalbumina pudo inducir el centro

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2773895 T3

germinal, albergando células B activadas y cebadas con antigeno, en el dLN. Las células del dLN se tifien con B220
(marcador de células B) y GL7 (marcador del centro germinal) para investigar la formacién del centro germinal, que
alberga solo las células B que se activan y en el proceso de hipermutacion somatica y cambio de isotipo.

Las Figuras 9A-B son graficos de barras que representan que el andamio de MPS cargado con GM-CSF, CpG-ODN
y el antigeno modelo de ovoalbumina fue capaz de inducir la expansion de linfocitos T citotdxicos (CTLs) CD8+ que
pueden reconocer especificamente el antigeno modelo. Los esplenocitos se tifieron para CD8 (marcador de células
T asesinas) y con un anticuerpo MHCI-tetramer-SIINFEKL, que indica si una célula T puede reconocer un antigeno
especifico presentado en el complejo MHCI.

Las Figuras 10A-C son histogramas que muestran que el andamio de MPS cargado con GM-CSF, CpG-ODN vy el
antigeno modelo de ovoalbdmina fue capaz de inducir la expansion clonal de CTLs CD8+ especificas de antigeno en
el dLN y el bazo. Los esplenocitos inyectados del raton OT-I se tifieron con el colorante de seguimiento celular
CFSE, cuya fluorescencia se reduce a la mitad cada vez que una célula se divide. La fluorescencia mas baja en los
esplenocitos tefiidos con CFSE en el bazo y el dLN en el grupo de la vacuna completamente cargada indica la
proliferacién de CTL especifica de ovoalbumina.

Las Figuras 11A-C son histogramas que muestran que el andamio de MPS cargado con GM-CFS, CpG-ODN vy el
antigeno modelo de ovoalbumina fue capaz de inducir la expansion clonal de THs CD4+ especificas de antigeno en
el dLN y el bazo. Los esplenocitos inyectados del ratén OT-Il se tifieron con el colorante de seguimiento celular
CFSE, cuya fluorescencia se reduce a la mitad cada vez que una célula se divide. La fluorescencia mas baja en los
esplenocitos tenidos con CFSE en el bazo y el dLN en el grupo de la vacuna completamente cargada y el MPS
cargado solo con el grupo de antigeno indica la proliferaciéon de células TH CD4+ especificas de ovoalbumina.

Las Figuras 12A-B son histogramas que muestran que el titulo de los anticuerpos se define como el grado en que la
disolucién de suero de los anticuerpos puede diluirse y adn contener una cantidad detectable del anticuerpo. Los
anticuerpos de suero de anti-ovoalbimina se titularon. El andamio de MPS cargado con GM-CSF, CpG-ODN y
ovoalbumina provocé una respuesta de anticuerpos TH1 y TH2 fuerte y duradera. EI MPS cargado con OVA solo
puede provocar una fuerte respuesta de TH2, lo que indica el potencial adyuvante del material de MPS en si.

Las Figuras 13A-B son graficos de lineas que muestran que GM-CSF se libera de las microparticulas de MPS de
manera controlada y sostenida. A) Se cargé 1 pg de GM-CSF en 5 mg de varillas de MPS y se incubaron en
BSA/PBS al 0,1%. El sobrenadante se recogié periédicamente y se midié para GM-CSF utilizando ELISA (R&D). El
GM-CSF se liberé continuamente de las varillas de MPS, aunque en pequefias cantidades. B) Se cargé 1 ug de GM-
CSF en 5 mg de MPS que contenia OVA y CpG. Después se inyectd por via subcutanea en ratones C57BL/6j. En
varios puntos de tiempo, el tejido que rodea el andamio de particulas inyectadas se recogio y se analizd para
determinar el nivel de GM-CSF. El nivel de GM-CSF se mantuvo durante una semana.

Las Figuras 14A-B son fotografias, y la Figura 14C es un gréafico de barras. Las microparticulas de MPS de mayor
relacién de aspecto reclutan mas células. La Figura 14A muestra imagenes SEM de microparticulas de MPS entre
10 pm y 20 pm o entre 80 um y 120 um de longitud. Las varillas mas largas dieron como resultado una composicion
con mayor area o espacio entre las varillas. La Figura 14B muestra composiciones de MPS que se recogieron de
ratones. Se inyectaron 5 ug de microparticulas de MPS por via subcutanea en ratones, y el sitio del andamio se
recogio el dia 7 después de la inyeccién. La Figura 14C es un grafico de barras que muestra la enumeracion de las
células que se aislaron del andamio. Las microparticulas de MPS de mayor relacion de aspecto reclutaron mas
células.

Las Figuras 15A-B son graficos de barras. Las células dendriticas (DCs) se reclutan en las microparticulas de MPS
como respuesta al GM-CSF. Las microparticulas de MPS se cargaron con GM-CSF (0 ng, 500 ng, 1000 ng, 3000
ng) y se inyectaron por via subcutanea en ratones. El dia 7 después de la inyeccién, se recogié el andamio y se
analiz6 utilizando citometria de flujo. La Figura 15A muestra que las DCs CD11c+ CD11b+ reclutadas aumentan al
aumentar la dosis de GM-CSF. La Figura 15B muestra que las DCs CD11c+ MHCIl+ maduras reclutadas también
aumentan las DCs con el aumento de la dosis de GM-CSF.

La figura 16 es un grafico de barras que muestra que el GM-CSF aumenta el trafico de DCs reclutadas al LN de
drenaje. Las microparticulas de MPS se cargaron con ovoalbimina marcada con Alexa 647 (OVA) o con OVA
marcada con Alexa 647 con 1 ug de GM-CSF, y se inyectaron por via subcutanea en ratones. El dia 7 después de la
inyeccion, el ganglio linfatico de drenaje (dLN) se recogi6 y analiz6 utilizando citometria de flujo. Con la adicion de
antigeno (OVA), hay un aumento modesto de las DCs Alexa 647+ CD11c+ que se han movido al andamio y han
absorbido la OVA. Sin embargo, la adicion de GM-CSF aumenta drasticamente el trafico de DC desde el andamio al
dLN.

Las Figuras 17A-C son diagramas de dispersién y la Figura 17D es un gréfico de barras. La administracion local de
CpG-ODN desde el andamio de microparticulas de MPS aumenta la circulacion de DCs activadas. Las
microparticulas de MPS se cargaron con 1 ug de GM-CSF, 300 ug de OVA y 100 ug de CpG-ODN. Después se
inyectaron por via subcutanea en ratones. Los dLN se recogieron y analizaron después de 7 dias después de la
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inyeccion. Las células de LN se tifieron con CD11c y CD86. La adicion de CpG-ODN, que se libera localmente del
andamio de MS, aumenta aun mas el porcentaje y el nimero de DCs maduras activadas en el dLN.

Las Figuras 18A-C son fotografias y la Figura 18D es un grafico de barras. Las proteinas se liberan del andamio de
microparticulas de MPS de manera controlada y sostenida. La ovoalbimina marcada con Alexa 647 se inyecté por
via subcutanea en el costado de un ratéon en una disolucién tampén o se cargé en las microparticulas de MPS. La
fluorescencia relativa se midié utilizando IVIS en varios puntos de tiempo. Si se inyecta en una disolucion tampén, la
proteina se difunde fuera del sitio de inyeccion en menos de 1 dia. Sin embargo, si se carga en las microparticulas
de MPS, la proteina se libera del sitio del andamio local de manera sostenida, por ejemplo, en el transcurso de una
semana (2, 3, 4, 5, 7 o mas dias).

Las Figuras 19A-B son gréficos de lineas que muestran titulos de anticuerpos. El titulo de un anticuerpo se define
como el grado en que la disoluciéon de suero del anticuerpo puede diluirse y contener ain una cantidad detectable
del anticuerpo. Los ratones se vacunaron con 300 pug de OVA, 100 ug de CpG-ODN y 1 pg de GM-CSF en forma
soluble o se cargaron en 5 mg de microparticulas de MPS. Se titulan los anticuerpos del suero de anti-ovoalbimina.
El andamio de MPS cargado con GM-CSF, CpG-ODN y OVA puede provocar una respuesta de los anticuerpos TH1
y TH2 fuerte y duradera, como lo indica un alto titulo del anticuerpo IgG2a e IgG1, respectivamente. Mas
impresionantemente, esta respuesta es evidente mas alla de 200 dias después de la vacunacién con una sola
inyeccion. Esta respuesta se compard con la OVA administrada con hidroxido de aluminio, el Unico adyuvante
aprobado para uso humano en los Estados Unidos. Si bien la vacuna de MPS es capaz de inducir respuestas tanto
de anticuerpos TH1 como TH2, debido a su capacidad de cargar pequefas citoquinas, proteinas y DNAs, la
respuesta inducida por el alumbre estd completamente limitada a TH2. La vacuna de MPS es muy versatil y se
ajusta y controla facilmente para inducir respuestas inmunes especificas.

Las Figuras 20A-D son diagramas de dispersion que muestran que la vacunacion con la vacuna de MPS induce la
expansién de las células T foliculares auxiliares. Los esplenocitos de OT-Il se tifieron con CFSE y se transfirieron
adoptivamente a ratones receptores de Thy1.1+. Los ratones receptores se vacunaron con MPS y lisozima, MPS y
OVA, y la forma completa de la vacuna que contenia GM-CSF y CpG. Tres dias después de la vacunacion, se
recogieron los dLN y se analizaron las células transferidas adoptivamente. Aqui se muestra que los ratones que
fueron vacunados con MPS y OVA, y la forma completa de la vacuna, generaron una fuerte poblacion de células T
foliculares auxiliares, que son las células responsables directamente de “ayudar” a las células B a diferenciarse y
madurar en células plasmaticas que segregan anticuerpos especificos de antigeno funcionales completos.

Las Figuras 21A-D son gréficos de lineas que muestran que la vacunacion con la vacuna de MPS induce la
expansion clonal de las células T CD4+ auxiliares. Los esplenocitos de OT-Il se tifieron con CFSE y se transfirieron
adoptivamente a ratones receptores de Thy1.1+. Los ratones receptores se vacunaron con MPS y lisozima, MPS y
OVA, y la forma completa de la vacuna que contenia GM-CSF y CpG. Tres dias después de la vacunacion, se
recogieron los dLN y se analizaron las células transferidas adoptivamente. Aqui se muestra que tanto MPS como
OVA, y la vacuna completa, indujeron una fuerte expansién clonal de las células T CD4+ auxiliares, lo que indica una
respuesta especifica de antigeno sistémico.

Las Figuras 22A-B son gréficos de lineas que muestran que la modificacion con &cido glicélico y acido lactico de las
microparticulas de MPS ayuda a la liberacion de GM-CSF bioactivo. Se cargé 1 ug de GM-CSF en 5 mg de varillas
de MPS modificadas con acido glicélico o acido lactico y se incubaron en BSA/PBS al 0,1%. El sobrenadante se
recogio periddicamente y se midié para GM-CSF utilizando ELISA (R&D). En comparacion con el GM-CSF liberado
de microparticulas de MPS no modificadas, la modificacion con &cido glicélico y acido lactico aumentan la liberacion
acumulativa de GM-CSF bioactivo en méas de 20 veces.

Las Figuras 23A-D son diagramas de dispersién que muestran que la MPS modificada con &cido glicélico aumenta
el porcentaje de las DCs reclutadas y DCs maduras. Se cargaron 5 mg de microparticulas de MPS no modificadas o
modificadas con acido glicolico con 1 ug de GM-CSF durante 1 hora a 37°C, y se inyectaron por via subcutanea en
ratones. El andamio se recogid el dia 7 y se analizd. Es evidente aqui que la MPS modificada casi duplica el
porcentaje de DCs CD11c+ CD11b+ reclutadas, y aumenta mas drasticamente el porcentaje de DCs CD11c+
CD86+ maduras. Estos resultados indican que el gran potencial de modificacion de la superficie de las
microparticulas de MPS permite una mayor manipulacion del fenotipo de las células reclutadas para inducir
respuestas inmunes mas potentes.

Descripcion detallada

Las microvarillas inyectables basadas en MPS se ensamblan aleatoriamente para formar andamios 3D in vivo. Este
sistema se disefia de tal manera que libera una citoquina para reclutar y alojar temporalmente células inmunes,
presentarles un antigeno y activarlas con una sefal de peligro. Después del reclutamiento y el alojamiento temporal
o la presencia de las células en la estructura, estas células inmunes migran fuera de la estructura del dispositivo y se
dirigen a un ganglio linfatico. Por lo tanto, la composicion es una en la que las células trafican/circulan dentro y fuera,
su estado de activacion inmune se altera/modula como resultado del movimiento a través del dispositivo.
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Se encontrd una poblacion marcadamente expandida de células dendriticas especificas de antigeno en el ganglio
linfatico, asi como la formacion del centro germinal, que se ve favorecida por la participacion de células T foliculares
auxiliares en el ganglio linfatico como resultado de la administracién del dispositivo. También se encontré que una
poblacién de CTLs CD8+ que reconocen antigenos en el bazo aumentaba significativamente. El sistema también
induce la expansion clonal de las células T CD4 y CD8 especificas de antigeno. Ademas de la amplificacion
significativa de la respuesta inmune celular, se detectd una producciéon de anticuerpos alta y duradera y una
respuesta equilibrada de Tu1/TH2.

Los elementos clave del sistema de andamios de microvarillas de silice mesoporosa inyectable para modular el
tréfico y la reprogramacion de células inmunes incluyen:

. la relacion de aspecto de las micro varillas de MPS (area de seccion transversal de 10 nm por 100 micras
de longitud) evita su absorcion y, por lo tanto, permite la formacion local de una estructura 3D.

. el tamano de poro de 8 nm permite la adsorcion de moléculas pequefias que pueden administrarse por
difusion de manera controlada y continua.

. la alta relacion de area superficial a volumen permite el control de la carga de varias citoquinas, sefial de
peligro y antigeno.

. la propiedad inflamatoria de las micro varillas de MPS promueve el reclutamiento de células inmunes sin la
necesidad de otras citoquinas inflamatorias.

. la versatilidad en la capacidad de modificacion quimica de la superficie de las varillas de MPS que modulan
las propiedades de las varillas y las formas en que las proteinas se unen a las varillas.

. la liberacion controlada de GM-CSF puede modular el trafico de células inmunes al sitio del andamio.

. la liberacion controlada de CpG-ODN activa las células dendriticas reclutadas.

. los antigenos proteicos anclados son absorbidos por las células inmunes reclutadas en el sitio del andamio.

Se encontrd que un tamano de poro de aproximadamente 5-10, por ejemplo 8 nm, era éptimo para la eficiencia de
carga para moléculas pequenas, asi como para proteinas mas grandes, por ejemplo, GM-CSF (cuya molécula tiene
un diametro de aproximadamente 3 nm).

Tras la inyeccién subcutanea de las micro varillas suspendidas en un tampoén, las varillas se apilan al azar en una
estructura 3D; los extremos de las varillas forman contacto fisico entre si, y se forma un micro espacio entre los
contactos.

MPS

Las nanoparticulas de silice mesoporosa se sintetizan haciendo reaccionar el ortosilicato de tetraetilo con una
plantilla hecha de varillas micelares. El resultado es una colecciéon de esferas o varillas de tamafio nano que se
rellenan con una disposicion regular de poros. La plantilla se puede quitar lavando con un disolvente ajustado al pH
apropiado. En otra técnica, la particula mesoporosa podria sintetizarse utilizando un método simple gel sélido o un
método de secado por pulverizacién. El ortosilicato de tetraetilo también se utiliza con un monémero de polimero
adicional (como una plantilla). Otros métodos incluyen los descritos en las Solicitudes de Patente U.S. 20120264599
y 20120256336.

Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF)

El factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) es una proteina secretada por
macréfagos, células T, mastocitos, células endoteliales y fibroblastos. Especificamente, GM-CSF es una citoquina
que funciona como un factor de crecimiento de globulos blancos. GM-CSF estimula a las células madre para que
produzcan granulocitos y monocitos. Los monocitos salen del torrente sanguineo, migran a los tejidos y
posteriormente maduran en macréfagos.

Los dispositivos de andamio descritos en la presente memoria comprenden vy liberan polipéptidos del GM-CSF para
atraer las DCs del huésped al dispositivo. Los polipéptidos del GM-CSF contemplados se aislan de fuentes
enddgenas o se sintetizan in vivo o in vitro. Los polipéptidos endégenos del GM-CSF se aislan de tejido humano
sano. Los polipéptidos sintéticos del GM-CSF se sintetizan in vivo después de la transfeccién o transformacion del
DNA de plantilla en un organismo o célula huésped, por ejemplo, un mamifero o una linea celular humana cultivada.
Alternativamente, los polipéptidos sintéticos del GM-CSF se sintetizan in vitro por reaccion en cadena de polimerasa
(PCR) u otros métodos reconocidos en la técnica, Sambrook, J., Fritsch, E. F., and Maniatis, T., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, Vol. 1, 2, 3 (1989).
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Los polipéptidos del GM-CSF se modifican para aumentar la estabilidad de la proteina in vivo. Alternativamente, los
polipéptidos del GM-CSF se disefian para ser mas o menos inmunogénicos. Los polipéptidos del GM-CSF humanos
enddgenos maduros se glicosilan, segun se dice, en los restos de los aminoacidos 23 (leucina), 27 (asparagina) y 39
(acido glutamico) (véase el documento de Patente U.S. Pat. No. 5,073,627). Los polipéptidos del GM-CSF de la
presente invencion se modifican en uno o mas de estos restos de aminoacidos con respecto al estado de
glicosilacion.

Los polipéptidos del GM-CSF son recombinantes. Alternativamente, los polipéptidos del GM-CSF son derivados
humanizados de polipéptidos del GM-CSF de mamifero. Ejemplos de especies de mamiferos de las que se derivan
los polipéptidos del GM-CSF incluyen, pero no se limitan a, ratén, rata, hamster, cobaya, hurén, gato, perro, mono o
primate. En una realizacion preferida, GM-CSF es una proteina humana recombinante (PeproTech, Catalogo #300-
03). Alternativamente, GM-CSF es una proteina murina recombinante (ratéon) (PeproTech, Catalogo #315-03).
Finalmente, GM-CSF es un derivado humanizado de una proteina recombinante de raton.

El GM-CSF humano recombinante (PeproTech, Catalogo # 300-03) esta codificado por la siguiente secuencia de
polipéptidos (SEQ ID NO:2):

MAPARSPSPS TQPWEHVNAI QEARRLLNLS RDTAAEMNET VEVISEMFEDL QEPTCLQTRL
ELYKQGLRGS LTKLKGPLTM MASHYKQHCP PTPETSCATQ IITFESFKEN LKDFLLVIPF
DCWEPVQE

El GM-CSF murino recombinante (PeproTech, Catalogo # 315-03) esta codificado por la siguiente secuencia de
polipéptidos (SEQ ID NO:3):

MAPTRSPITV TRPWKHVEAI KEALNLLDDM PVTLNEEVEV VSNEESFKKL TCVQTRLKIF
EQGLRGNFTK LKGALNMTAS YYQTYCPPTP ETDCETQVTT YADFIDSLKT FLTDIPFECK

KPVQK

El GM-CSF humano endodgeno esta codificado por la siguiente secuencia de mRNA (No. de acceso de NCBI
NM_000758 y SEQ ID NO:4):

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

acacagagag
gecactgtgge
gggagcatgt
ctgctgagat
cctgeoctaca
tcaagggeccec
aaacttecctg
ttectgettgt
aggctggccea
catcttggag
gggccacact
aatcagtaat
catattccat
a

aaaggctaaa
ctgcageatc
gaatgccatc
gaatgaaaca
gacccgeetyg
cttgaccatg
tgcaaceccag
catccccocttt
ageedgdgay
ggaccaaggg
gaccctgata
atttatatat
atttattcaa

gttctetgga
tetgecaceceg
caggaggccc
gtagaagtca
gagctgtaca
atggeccagcc
attatcacect
gactgectggyg
ctgctetcecte
gtgggccaca
caggcatggc
ttatattttt
gatgttttac

ggatgtgget
ccogetogece
ggcgtocteooct
tctcagaaat
agecagggect
actacaagca
ttgaaagttt
agccagtcca
atgaaacaag
gccatggtgg
agaagaatgg
aaaatattta
cgtaataatt

gcagagcectyg
cagcccoccage
gaacctgagt
gtttgacctc
gocggggcagce
gcactgccct
caaagagaac
ggagtgagac
agctagaaac
gagtggecctg
gaatatttta
tttatttatt
attattaaaa

ctgctettgg
acgcageccoct
agagacactg
caggagccga
ctcaccaagc
ccaaccccgg
ctgaaggact
cggccagatyg
tcaggatggt
gacctgeceoct
tactgacaga
tatttaagtt
atatgecttcet

El GM-CSF humano enddgeno esta codificado por la siguiente secuencia de aminoacidos (No. de acceso de NCBI
NP_000749.2 y SEQ ID NO:5):

MWLQSLLLLGTVACSISAPARSPSPSTQPWEHVNAIQEARRLLNLSRDTAAEM
NETVEVISEMPFDLQEPTCLQTRLELYKQGLRGSLTKLKGPLTMMASHYKQHC
PPTPETSCATQHTFESFKENLKDFLLVIPFDCWEPVQE

Secuencias de oligonucle6tidos(CpG-ODN) de citosina-guanosina (CpG)

Los sitios CpG son regiones de acido desoxirribonucleico (DNA) donde un nucleétido de cisteina aparece junto a un
nucleétido de guanina en la secuencia lineal de bases a lo largo de su longitud (la “p” representa el enlace fosfato
entre ellos y los distingue de un apareamiento de bases complementarias de citosina-guanina). Los sitios CpG
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juegan un papel fundamental en la metilacién del DNA, que es uno de los diversos mecanismos endégenos que
utilizan las células para silenciar la expresion génica. La metilacion de sitios CpG dentro de elementos promotores
puede conducir al silenciamiento génico. En el caso del cancer, se sabe que los genes supresores de tumores a
menudo se silencian mientras se expresan los oncogenes, o genes inductores de cancer. Se ha demostrado que los
sitios CpG en las regiones promotoras de los genes supresores de tumores (que evitan la formacion de cancer)
estan metilados, mientras que los sitios CpG en las regiones promotoras de oncogenes estan hipometilados o no
metilados en ciertos tipos de cancer. El receptor TLR-9 se une a sitios CpG no metilados en el DNA.

La composicion de la vacuna descrita en la presente memoria comprende oligonucledtidos CpG. Los
oligonucledtidos CpG se aislan de fuentes enddgenas o se sintetizan in vivo o in vitro. Los ejemplos de fuentes de
oligonucledtidos CpG enddégenos incluyen, pero no se limitan a, microorganismos, bacterias, hongos, protozoos,
virus, mohos o parasitos. Alternativamente, los oligonucleétidos CpG endédgenos se aislan de tumores neoplasicos
benignos o malignos de mamiferos. Los oligonucledtidos CpG sintéticos se sintetizan in vivo después de la
transfeccion o transformacion del DNA de plantilla en un organismo huésped. Alternativamente, los oligonucleétidos
CpG sintéticos se sintetizan in vitro por reaccion en cadena de polimerasa (PCR) u otros métodos reconocidos en la
técnica (Sambrook, J., Fritsch, E.F. y Maniatis, T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, NY, Vol. 1, 2, 3 (1989).

Los oligonucledtidos CpG se presentan para la captacion celular por las células dendriticas. Por ejemplo, se utilizan
oligonucledtidos CpG desnudos. El término “desnudo” se utiliza para describir un polinucleétido (u oligonucle6tido)
enddgeno o sintético aislado que esta libre de sustituyentes adicionales. En otra realizacién, los oligonucleétidos
CpG se unen a uno o mas compuestos para aumentar la eficacia de la captacién celular. Alternativamente, o,
ademas, los oligonucleétidos CpG se unen a uno 0 mas compuestos para aumentar la estabilidad del oligonucleétido
dentro del andamio y/o la célula dendritica. Los oligonucleétidos CpG se condensan opcionalmente antes de la
absorcion celular. Por ejemplo, los oligonucleétidos CpG se condensan utilizando polietilimina (PEI), un polimero
cationico que aumenta la eficiencia de la absorcion celular en las células dendriticas.

Los oligonucleétidos CpG se pueden dividir en multiples clases. Por ejemplo, Ejemplos de CpG-ODNs abarcados
por las composiciones, métodos y dispositivos de la presente invencién son estimulantes, neutros o supresores. El
término “estimulante” describe una clase de secuencias de CpG-ODN que activan TLR9. El término “neutral”
describe una clase de secuencias de CpG-ODN que no activan TLR9. El término “supresivo” describe una clase de
secuencias de CpG-ODN que inhiben TLR9. El término “activar TLR9” describe un proceso mediante el cual TLR9
inicia la sefnalizacion intracelular.

Los CpG-ODNs estimulantes pueden dividirse ademas en tres tipos A, B y C, que difieren en sus actividades
inmunoestimuladoras. Los CpG-ODN estimulantes de tipo A se caracterizan por un motivo palindrémico de
fosfodiéster central que contiene CpG y una cadena de fosforotioato poli-G en 3’. Después de la activaciéon de TLR9,
estos CpG-ODN inducen una alta producciéon de IFN-a a partir de células dendriticas plasmacitoides (pDC). Los
CpG-ODNs de tipo A estimulan débilmente la sefializacion de NF-kB dependiente de TLR9.

Los CpG-ODN estimulantes de tipo B contienen un esqueleto de fosforotioato completo con uno o mas dinucleétidos
CpG. Después de la activacion de TLR9, estos CpG-ODN activan fuertemente las células B. A diferencia de los
CpG-ODN de tipo A, los CpG-ODN de tipo B estimulan débilmente la secrecion de IFN-a.

Los CpG-ODN estimulantes de tipo C comprenden caracteristicas de los tipos A y B. Los CpG-ODN de tipo C
contienen un esqueleto completo de fosforotioato y un motivo palindrémico que contiene CpG. Similar a los CpG-
ODN de tipo A, los CpG-ODN de tipo C inducen una fuerte produccion de IFN-a a partir de pDC. Similar a los CpG-
ODN de tipo B, los CpG-ODN de tipo C inducen una fuerte estimulacion de las células B.

Ejemplos de CpG-ODNs estimulantes comprenden, pero no se limitan a, ODN 1585, ODN 1668, ODN 1826, ODN
2006, ODN 2006-G5, ODN 2216, ODN 2336, ODN 2395, ODN M362 (todas en InvivoGen). La presente invencién
abarca también cualquier version humanizada de los CpG-ODN anteriores. En una realizacion preferida, las
composiciones, métodos y dispositivos de la presente invencion comprenden ODN 1826 (cuya secuencia de 5’ a 3’
es tccatgacgttcctgacgtt, en donde los elementos de CpG estan en negrita, SEQ ID NO: 10).

La presente invencion abarca los CpG-ODN neutros o de control que no estimulan TLR9. Estos ODN comprenden la
misma secuencia que sus contrapartes estimulantes, pero contienen dinucleétidos GpC en lugar de dinucleétidos
CpG.

Ejemplos de CpG-ODNSs neutros o de control abarcados por la presente invencién comprenden, pero no se limitan a,
control para ODN 1585, control para ODN 1668, control para ODN 1826, control para ODN 2006, control para ODN
2216, control para ODN 2336, control para ODN 2395, control para ODN M362 (todos de InvivoGen). La presente
invencion también abarca cualquier version humanizada de los CpG-ODN anteriores.

Antigenos
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Las composiciones, métodos y dispositivos descritos en la presente memoria comprenden antigenos tumorales u
otros antigenos. Los antigenos provocan inmunidad protectora o generan una respuesta inmunitaria terapéutica en
un sujeto al que se administré dicho dispositivo. Los antigenos tumorales preferidos son los lisados de células
tumorales (véase, por ejemplo, Ali et. al., 2009, Nature Materials 8, 151-158). Por ejemplo, se extrae una muestra de
biopsia tumoral o un tumor completo de un paciente humano (o animal no humano) y se digiere utilizando
colagenasa para degradar la matriz celular adicional. Después, las células tumorales se someten a tres ciclos del
proceso de congelacion y descongelacion, en el que las células se congelan en Nz liquido y después se descongelan
en un bafno de agua. Este proceso genera los antigenos tumorales, que luego se cargan en las particulas de MPS al
mismo tiempo con GM-CSF y CpG-ODN. Por ejemplo, una dosis de vacuna de antigeno de lisado de células
tumorales es la cantidad obtenida de 1 x 108 células tumorales. Después de la fabricacion de las particulas de MPS,
las particulas se suspenden en un tampén fisiolégicamente aceptado, por ejemplo, PBS, y el compuesto de
reclutamiento (por ejemplo, GM-CSF), el compuesto activador (por ejemplo, CpG) y el antigeno afiadido a la
suspension de varillas. La mezcla se agita a temperatura ambiente durante la noche y después se liofiliza durante
aproximadamente 4 horas. Antes de la administracion, las varillas se suspenden nuevamente en tampén y la
suspensién se carga en una jeringa de 1 ml (aguja de calibre 18). Una dosis de vacuna tipica es de 150 ul de la
mezcla por inyeccion.

Ejemplos de los antigenos de cancer abarcados por las composiciones, métodos y dispositivos de la presente
invencion incluyen, pero no se limitan a, lisados tumorales extraidos de biopsias, células tumorales irradiadas, series
de antigenos MAGE (MAGE-1 es un ejemplo), MART-1/melana, tirosinasa, gangliosida, gp100, GD-2, GD-3 O-
acetilada, GM-2, MUC-1, Sos1, proteina de unién a la proteina quinasa C, proteina de la transcriptasa inversa,
proteina AKAP, VRK1, KIAA1735, T7-1, T11-3, T11-9, fermento de telomerasa de Homo Sapiens (hTRT),
citoqueratina-19 (CYFRA21-1), antigeno 1 del carcinoma de células escamosas (SCCA-1), (proteina T4-A), antigeno
2 del carcinoma de células escamosas (SCCA-2), antigeno del carcinoma de ovario CA125 (1A1-3B) (KIAA0049),
mucina 1 (mucina asociada al tumor), (mucina asociada al carcinoma), (mucina epitelial polimérfica), (PEM), (PEMT),
(episialin), (antigeno de membrana epitelial asociada a tumor), (EMA) (H23AG), (mucina urinaria reactiva de mani),
(PUM), (antigeno asociado a carcinoma de mama DF3), antigeno tumoral de CTCL se1-1, antigeno tumoral de
CTCL se14-3, antigeno tumoral de CTCL se20-4, antigeno tumoral de CTCL se20-9, antigeno tumoral de CTCL
se33-1, antigeno tumoral de CTCL 37-2, antigeno tumoral de CTCL se57-1, antigeno tumoral de CTCL se89-1,
antigeno de membrana especifico de prdstata, glicoproteina trofoblastica oncofetal 5T4, virus del herpes asociado al
sarcoma de Kaposi Orf73, MAGE-C1 (antigeno de cancer/testiculo CT7), antigeno de MAGE-B1 (antigeno MAGE-
XP) (DAM10), antigeno de MAGE-B2 (DAMB), antigeno de MAGE-2, antigeno de MAGE-4a, antigeno de MAGE-4b,
antigeno de cancer de colon NY-CO-45, antigeno de cancer de pulmén NY-LU-12 variante A, antigeno de superficie
asociado al cancer, antigeno de adenocarcinoma ART1, antigeno de cancer de testiculo cerebral asociado
paraneoplésico (antigeno onconeuronal MA2; antigeno neuronal paraneoplasico), antigeno ventral neurooncolégico
2 (NOVAZ2), gen de antigeno de carcinoma hepatocelular 520, antigeno asociado a tumor CO-029, antigeno
asociado a tumor MAGE-X2, sarcoma sinovial, punto de ruptura X 2, antigeno de carcinoma de células escamosas
reconocido por células T, antigeno de cancer de colon definido serolégicamente 1, antigeno de cancer de mama
definido serolégicamente NY-BR-15, antigeno de cancer de mama definido serolégicamente NY-BR-16,
cromogranina A; proteina secretora paratioridea 1, DUPAN-2, CA 19-9, CA 72-4, CA 195, antigeno
carcinoembrionario (CEA). Los antigenos tumorales purificados se utilizan solos o en combinacion entre si.

El sistema también es Util para generar una respuesta inmune a otros antigenos tales como patégenos microbianos
(por ejemplo, bacterias, virus, hongos).

Los siguientes materiales y métodos se utilizaron para generar los datos descritos en la presente memoria.
Fabricacion del andamio de MPS

El tensioactivo Pluronic P-123 (Sigma-Aldrich) se disolvié en HCI 1,6M a temperatura ambiente y se calent6 a 40°C.
Se afiadieron 42 mmoles de ortosilicato de tetraetilo (TEOS) (Sigma-Aldrich) y se calenté durante 20 horas a 40°C
bajo agitacion (600 rpm). La composicion se calentd después a 100°C durante 24 horas. Las particulas de las
varillas se recogieron por filtracion y se secaron al aire a temperatura ambiente. Las particulas se extrajeron en
etanol/HCI (5 partes de HCI a 500 partes de EtOH) durante la noche a 80°C. Alternativamente, las particulas se
calcinaron a 550°C durante 4 horas en etanol al 100%. La composicion de MPS puede almacenarse y enviarse para
su uso antes o después de anadir compuestos de reclutamiento y/o activacion y antes o después de anadir el
antigeno. Por ejemplo, si el antigeno es un lisado de células tumorales hecho de una muestra de biopsia tomada de
un paciente, puede procesarse y afadirse a las particulas de MPS poco antes de la administracién al paciente.

Para la composicion completa de la vacuna, se incubaron 1 ug/ratén de GM-CSF, 100 pg/raton de CpG-ODN y 130
pg/ratén de la proteina de ovoalbimina con 5 mg/raton de MPS en dH20 durante 12 horas, se liofilizaron durante 12
horas, se resuspendieron en 150 pl/ratéon de PBS y se inyect6 por via subcutanea utilizando una aguja de calibre 18.

Para determinar la cinética de liberacion de GM-CSF y CpG-ODN de las varillas de MPS, se utilizé GM-CSF humano
recombinante marcado con | radiactivo como un marcador, y se llevaron a cabo estudios de liberacion estandar. De
manera similar, la cantidad de CpG-ODN liberada en PBS se determiné mediante las lecturas de absorbancia
utilizando un instrumento Nanodrop (ND1000, Nanodrop Technologies).
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Modificacién de las microparticulas de MPS

La quimica estandar de la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) se utiliza para activar un acido
carboxilico en acido glicolico o acido lactico. Las particulas de MPS se modifican con amina utilizando amino propil
silano. Los dos componentes se mezclan después a temperatura ambiente durante la noche para reaccionar. Las
particulas se dejan secar al aire. Las particulas modificadas con acido glicolico y/o acido lactico resultantes se ponen
en contacto con GM-CSF u otros compuestos como se describié anteriormente.

Ensayo de activacion de DC in vitro

Las células dendriticas murinas (DCs) se diferenciaron de las células de la médula ésea utilizando 20 ng/ml de GM-
CSF. Las DCs diferenciadas, a 10%/ml, se incubaron con 100 pg/ml de las particulas de MPS durante 18 horas, y se
analizaron para la expresion de CD11c¢ (ebiosciences, San Diego, CA), CD86 (ebiosciences, San Diego, CA) y MHC
de clase Il (ebiosciences, San Diego, CA) utilizando citometria de flujo.

Analisis del reclutamiento de DCs en andamios de MPS y emigracién a ganglios linfaticos

El andamio de MPS se recuperd del animal y se dirigié6 separando mecanicamente las células de las varillas. Se
utilizaron CD11c conjugado con APC (marcador de células dendriticas), MHC de clase Il conjugado con FITC y
tinciones con CD86 conjugado con PE (B7, molécula coestimuladora) para el analisis de reclutamiento de DCs y
leucocitos. Las células se cerraron de acuerdo con el isotiocianato de fluoresceina positivo (FITC), la aloficocianina
(APC) vy la ficoeritrina (PE) utilizando controles de isotipo, y se registré el porcentaje de células que se tifieron
positivamente para cada antigeno de superficie.

Para determinar la presencia de DCs especificas de antigenos en los ganglios linfaticos, el ganglio linfatico de
drenaje (dLN) se recogi6 y analizé utilizando CD11c conjugado con APC y SIINFEKL-MHC de clase | conjugado con
PE (ebiosciences, San Diego, California).

Analisis de células T CD8+ de bazo especificas de antigeno

El bazo se recogi6 y digiri6. Después de lisar los glébulos rojos, los esplenocitos se analizaron utilizando CD3
conjugado con PE-CY7 (ebosciences, San Diego, California), CD8 conjugado con APC (ebiosciences, San Diego,
California) y el SIINFEKL conjugado con PE (SEQ ID NO:) tetramero MHC clase | (Beckman Coulter). SIINFEKL es
un péptido derivado de la ovoalbimina [OVA (257-264)].

Analisis de la expansion clonal de células T CD4+ o CD8+

Los bazos de los ratones transgénicos C57b1/6 OT-II (para CD4) o OT-I (para CD8) se recogieron, se digirieron, se
agruparon y se tifieron con el trazador celular éster de succinimidil-carboxifluoresceina (CFSE). Se inyectaron por
via intravenosa 20 x 10° esplenocitos/raton tefiidos en los ratones C57b1/6 (Jackson Laboratories) dos dias después
de la inmunizacion. Los dLN y los bazos se recuperaron después de cuatro dias después de la inyeccién IV y se
analizaron utilizando un marcador de CD8 o CD4 conjugado con PE.

Caracterizacion de la respuesta humoral anti-OVA

Se analizaron sueros de sangre para anticuerpos IgG1 e IgG2a mediante ELISA utilizando placas recubiertas con
ovoalbumina. La titulacién de anticuerpos se definié como la dilucién de suero mas baja a la que la lectura de ELISA
OD es > 0,3 (blanco).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende varillas de silice mesoporosa que comprende un compuesto de
reclutamiento celular inmune, en donde dicho compuesto de reclutamiento comprende un factor estimulante de la
colonia de granulocito-macréfagos (GM-CSF), ligando 21 de quimiocina (motivo C-C) (CCL-21), ligando 19 de
quimiocina (motivo C-C) (CCL-19), o ligando de tirosina quinasa 3 similar a FMS (Flt-3); y

un compuesto de activacion celular inmune que comprende un agonista de TLR, en donde el agonista de TLR
comprende monofosforil lipido A (MPLA), un oligonucleétido de citosina-guanosina (CpG-ODN), CpG-ODN
condensado con poli(etilenimina) (PEIl), acido policitidilico (poli I:C), PEl-poli (I:C), acido poliadenilico-poliuridilico
(poli (A:U)), PEI-poli (A:U), o lipopolisacéarido (LPS),

en donde dichas varillas comprenden una longitud de 5 um a 500 pm.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en donde dichas varillas comprenden poros de entre 2-50 nm de
diametro, 5-25 nm de diametro, o 5-10 nm de diametro.

3. La composicion de la reivindicacién 1, en donde dichas varillas comprenden poros de aproximadamente 8
nm de diametro.

4. La composicién de la reivindicacién 1, en donde dichas varillas comprenden una longitud de 5 um a 25 pum.
5. La composicion de la reivindicacién 1, en donde dichas varillas comprenden una longitud de 80 um a 120
pm.

6. La composicién de la reivindicacién 1, en donde dicho compuesto de reclutamiento comprende GM-CSF.

7. La composicién de la reivindicacién 1, en donde dicha composicion comprende ademas un antigeno.

8. La composicion de la reivindicacion 7, en donde dicho antigeno comprende un antigeno tumoral.

9. La composicién de la reivindicacién 7, en donde dicho antigeno comprende un lisado de células tumorales.
10. La composicion de la reivindicacion 1 para su uso en un método para inducir una respuesta inmune
especifica de antigeno sistémico a un antigeno de la vacuna.

11. La composicién de la reivindicacion 1, que comprende ademas un antigeno de vacuna.

12. La composicion de la reivindicacién 11, para su uso en la induccion de una respuesta inmune especifica de

antigeno sistémico a dicho antigeno de vacuna o para su uso en la induccién de referencia de células inmunes
especificas de antigeno de vacuna a un ganglio linfatico.

13. Un método para preparar la composicion de la reivindicacién 11, que comprende proporcionar una
suspensioén de varillas de silice mesoporosa en donde dichas varillas comprenden una longitud de 5 um a 500 ym, y
poner en contacto dichas varillas con dicho antigeno de vacuna, dicho compuesto de reclutamiento celular inmune, y
dicho compuesto de activacion celular inmune.

14. El método de la reivindicacion 12, en donde dicho antigeno de vacuna comprende un lisado de células
tumorales, en donde dicho compuesto de reclutamiento comprende GM-CSF, y en donde dicho compuesto de
activacion comprende CpG-ODN.

15. El método de la reivindicacion 12, en donde dichas varillas se modifican con acido glicélico o acido lactico
antes de poner en contacto dichas varillas con dicho antigeno de vacuna, compuesto de reclutamiento, o compuesto
de activacion.

16. La composicion de la reivindicacién 1, en donde dichas varillas comprenden una longitud de 30 um a 100
pm.
17. La composicion de la reivindicacién 1, en donde dichas varillas comprenden una longitud de 50 um a 250
pm.
18. La composicion de la reivindicacion 1 para la inyeccion y el auto ensamblaje in vivo de una estructura 3D,

en donde dicha estructura comprende micro espacios que permiten la infiliracion o el trafico celular.

19. La composicion de la reivindicacion 1, en donde dichas varillas se apilan en una estructura 3D, y en donde
dicha estructura comprende micro espacios que permiten la infiltracion o el trafico celular.

20. La composicion de la reivindicacion 1, en donde dicho compuesto de reclutamiento celular inmune
comprende GM-CSF y dicho agonista de TLR comprende CpG-ODN o PEI-CpG-ODN.

12



ES 2773895 T3

2 um* EHT = 1075}y Sefial A=SE1 Mugstra ID = Temp. PeItier=' 20,0eC
‘ | Mag=104%X  WO=190mm Camara =1,33e-003Pa Humedad = 0,0%

FIG. 1

0% gmHcH+
80% 4 [EcCDas+

70% -
60% -
50% -
40% -

30%

20% -

2l

0% ' Y Y

Control 2um 30um 100um CpG

FIG. 2

Expresion del marcador de superficie

13



ES 2773895 T3

FIG. 3A

14



ES 2773895 T3

i e
g U )

M EHT= 10750 sefial A=SE1 Muestra ID = Temp. Peltier= 20,02C

I ' Mag=28%x  WO=35mm Camara = 2,34e-003 Pa Humedad = 0,0%

FIG. 3B

FIG. 3C

15



ES 2773895 T3

Liberacion de GM-CSF de las MPS
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