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DESCRIPCION

Proteina de unién a vitamina D desglicosilada de manera selectiva (Gcmaf) y colecalciferol (calciol) asi como
procedimiento de preparacion

Campo técnico

La presente invencion se refiere a proteina de unién a vitamina D desglicosilada de manera selectiva (Gemaf) y
colecalciferol (calciol) asi como a un procedimiento de preparacion.

Estado de la técnica

Colecalciferol, también denominado calciol, es, como es sabido, la forma fisiolégica mas importante de la vitamina D
en seres humanos. Por tanto se usa con frecuencia en suplementos alimenticios. Se transforma en el organismo en
calcitriol. Calcitriol se diferencia de calciol por dos grupos OH en las posiciones 1y 25.

Calciol y también calcidiol y calcitriol son hidréfobos; por tanto la vitamina D se transporta en la sangre por la proteina
de unién a vitamina D, que se designa también como gc-globulina (gc=group specific component). Si se desglicosila
de manera selectiva la proteina de unién a vitamina D, se obtiene una molécula que es un activador de macrofagos
eficaz. Esto se conoce por ejemplo por el parrafo [0009] de patcit0001:WO WO 01/85194 A --..

Esta molécula se designa por tanto a continuacion con GeMAF (MAF=Makrophagen aktivierender Faktor, factor de
activacion de macréfagos). Por el documento mencionado se conoce que GCMAF es eficaz por ejemplo en la lucha
contra tumores. Se supone que GcMAF activa los macréfagos, que entonces por su parte atacan a las células
tumorales (parrafo [0010] del documento mencionado).

Por otro lado se conoce también que calcitriol es Util en la lucha contra tumores, en particular en el caso de carcinomas
de prostata (parrafo [0064] de este documento).

Por tanto, en este documento se propone también administrar una composicién que comprende GcMAF y calcitriol a
pacientes con cancer (parrafo [0016]), en particular en pacientes con cancer de préstata y cancer de mama (parrafo
[0066]). A falta de indicacion de un procedimiento de preparacion concreto puede partirse de que los dos componentes
se encuentren uno junto a otro y no estén unidos quimicamente uno a otro.

De acuerdo con

patcit0002:WO WO 2014/202956 A --.

se preparara un complejo trimérico de GEMAF, calcitriol y un acido graso insaturado. Se deja reaccionar en primer
lugar GEMAF con calcitriol, de modo que como producto intermedio se produce un complejo dimérico de GcMAF-
calcitriol.

Se encontrd ahora en el transcurso de la presente invencion de manera sorprendente que un complejo de GcMAF-
calciol era superior al complejo GcMAF-calcitriol: la actividad de fagocitosis es mas alta y la formacion de aniones de
radicales superéxido (O2*) es mas baja.

Descripcion de la invencion

Por tanto, la invencion se refiere a un complejo dimérico de proteina de unién a vitamina D desglicosilada de manera
selectiva (GcMAF) y colecalciferol (calciol), en particular como farmaco.

Tal como se determin6 ademas en el contexto de la presente invencion, la actividad depende significativamente de la
calidad de la purificacion. Por tanto, la invencion se refiere también a un procedimiento para la preparacién de un
complejo de este tipo, dejandose reaccionar proteina de union a vitamina D con calciol y antes de esto o después de
esto desglicosilandose de manera selectiva, en el que se separa finalmente el producto que resulta con un tamiz
molecular con un valor de corte de mas de 60 kDa de impurezas de peso molecular mas grande, en particular de
enzimas de la desglicosilacion selectiva, preferentemente también se separa con un tamiz molecular con un valor de
corte de como maximo 10 kDa de restos de azlcar disociados.

Segun las mediciones realizadas en el contexto de la presente invencién es la actividad de fagocitosis del complejo
conocido GeMAF-calcitriol practicamente idéntica con la actividad de fagocitosis de GCMAF sola; por el contrario, el
complejo GeMAF-calciol tiene una actividad de fagocitosis significativamente mas alta.

Una formaciéon mas baja de aniones de radicales superdxido es ventajosa: si bien los aniones de radicales superoxido
dafan las células tumorales, sin embargo en medida similar también a las células sanas y a los macréfagos, que
entonces durante la lucha contra el tumor pueden desarrollar tan sélo una accién mas baja, lo que estropea mas la
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accion directa de los aniones de radicales superoxido.

El ensayo estandar para determinar vitamina D en sangre, un ensayo ELISA, es selectivo con respecto a calcidiol (que
tienen en la posicion 25 un grupo OH). En este ensayo es necesario separar en primer lugar el calcidiol de la proteina
de unién a vitamina D, ya que el complejo Ge-calcidiol no se une a los sitios de receptor del ensayo ELISA. Dado que
los sitios de receptor del ensayo ELISA son similares a los receptores de vitamina D del organismo humano, puede
concluirse a partir de esto que este complejo tampoco se une a estos receptores de vitamina D. Lo mismo se aplica
para el complejo GcMAF-calcitriol. De manera sorprendente se ha mostrado que el complejo GcMAF-calciol se une
muy bien a los sitios de receptor del ensayo ELISA y por consiguiente también a los receptores de vitamina D del
organismo humano; esto es probablemente una razén de la accién superior.

Modo(s) para la realizacion de la invencidon
Por medio de la siguiente descripcién se explica en mas detalle la invencion.

Se describe en primer lugar el procedimiento de preparacion: El complejo de acuerdo con la invencion se prepara a
partir de proteina Gc o proteina Gc recombinante con posterior union a colecalciferol.

Preparacioén de las enzimas inmovilizadas por medio de Sepharose 4B o perlas magnéticas activadas con ciano u
otras posibilidades de disociaciéon

Tampones o bien soluciones usados:

Tampon de acoplamiento: disolver 16,8 g de NaHCOs y 58,44 g de NaCl en 2 | de agua

Tampon de glicina 0,2 M: disolver 15,01 g de glicina en 1 | de agua

Concentrado de NaOH 8 M: disolver 32 g de NaOH en 100 ml de agua

Tampodn acetato 0,1 M: afiadir 5,76 ml de acido acético glacial (100 %) a 1 | de agua, en esto disolver 29,22 g (0,5
M) de NaCl y afiadir gota a gota concentrado de NaOH 8 M hasta obtener pH 4,0 (al menos 50 gotas)

agua: purificada de manera osmotica (apropiada también para operaciones; conductividad < 0,2 uS/cm)

A.) Sepharose 4B activada con ciano:

1) hinchar 1,2 g de Sepharose 4B activada con ciano en 240 ml de HCI 1 M (frio; 83,3 g en 1 1) 30 min. Transferir
esto a columna de cromatografia y lavar con 60 ml de agua. Después equilibrar 60 ml de tampdn de acoplamiento
a través de la columna de cromatografia. Tras el cambio de tamponamiento se transfiere el gel en 15 ml de tampdn
de acoplamiento a dos tubos de 7,5 ml y se centrifuga durante 2 min a 3000 rpm.

El sobrenadante se desprende hasta obtener 4,5 ml.

2.) Los geles estan ahora activados para la unién de en cada caso:

1 ml de tampdn de acoplamiento con 2 mg de galactosidasa o bien
1 ml de tampdn de acoplamiento con 5U de neuraminidasa
En cada caso afiadir una sustancia a los dos 4,5 ml de geles y agitar durante 2 h a 26 °C.

3.) Bloquear los grupos CN activados restantes de Sepharose con glicina:

Los dos geles con las enzimas se transfieren a una columna de cromatografia y con 5 x 5 ml de tampén de
acoplamiento se liberan de enzimas no unidas. (También posible por medio de centrifugacién: 6000 r/min,
Desprender el tampdn del gel y lavar con tampon de acoplamiento y centrifugacion repetida; en total 5 veces)
Finalmente:

Transferir en 2 x 5 ml de tampdn de acoplamiento a tubos de 15 ml y centrifugar durante 2 min a 3000 r/min.
Entonces afadir en cada caso 10 ml de glicina 0,2 M pH 8,0 y dejar reposar durante 20 horas a 4-6 °C;
agitar varias veces.

4.) Purificacion del gel activado con enzima de glicina no unida:

Los tubos se centrifugan y se quita el sobrenadante.

La purificacion del gel de enzima se realiza mediante adicién 5 veces de tampdén de acoplamiento y
centrifugacién en 3000 r/min, 2 min y desprendimiento del sobrenadante.

Después el mismo modo de proceder con adicion 5 veces del tampon acetato en lugar del tampén de
acoplamiento.

El almacenamiento se realiza tras el lavado de cinco veces con 5 ml de solucién de NaCl 1 M, a la que se
anadio el 0,05 % de azida sdédica.
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Finalmente se transfiere el gel a un tubo estéril y se almacena a 4-6 °C (= listo para usar)
B.) Perlas magnéticas activadas con ciano (CN-MB):

1.) Lavar varias veces 1,2 g de CN-MB en 100 ml de HCI 1 M (frio; 83,3 g en 1 1) (por medio de centrifugacion y
unioén a iman). Después lavar con agua y equilibrar con tampon de acoplamiento.

Tras el cambio de tamponamiento se transfieren los 1,2 g de CN-MB a dos tubos de 0,5 ml y se centrifugan durante
2 min a 3000 r/min. El sobrenadante se desprende.

2.) Las perlas magnéticas estan ahora activadas para la unién de en cada caso:

1 ml de tampodn de acoplamiento con 2 mg de galactosidasa
1 ml de tampon de acoplamiento con 5U de neuraminidasa
En cada caso afiadir una sustancia a los en cada caso 0,6 g de CN-MB y agitar durante 2 h a 26 °C.

3.) Bloquear los grupos CN activados restantes de las perlas magnéticas con glicina:

Se retienen las dos CN-MB-enzimas por medio de imanes y se desprende el sobrenadante. Adicion de 1 ml de
tampon de acoplamiento, agitar y de nuevo la unién magnética de la CN-MG-enzima y desprender el
sobrenadante. Repetir 4 veces. Debido a ello se separan las enzimas no unidas.

Entonces afiadir en cada caso 1 ml de glicina 0,2 M pH 8,0 y dejar reposar durante 20 horas a 4-6 °C; agitar
varias veces.

4.) Purificacion de las perlas magnéticas activadas con enzima de glicina no unida:

En principio unién a iman y desprendimiento de tampdn de purificacion

Adicién de 5 veces de en cada caso 1 ml de tampdn de acoplamiento, después el mismo modo de proceder
con adicion de 5 veces de 1 ml del tampdn acetato.

El almacenamiento de galactosidasa- y sialidasa-MB se realiza tras el lavado de cinco veces con 1 ml de
solucion de NaCl 1 M, a la que se afadio el 0,05 % de azida sddica, en 0,5 ml de una solucion de este tipo a
4-6 °C (= lista para usar)

Separacién _de galactosa o bien acido sialico (acido neuramico) con CN-Sephareose 4B activado por medio de
galactosidasa y sialidasa (o bien neuraminidasa) o perlas magnéticas activadas con CN.

Tampon usado:

Tampon fosfato 0,1 MpH 6,0y 7,0

1 mg de proteinas Gc se disuelven en 1 ml de tampén fosfato 0,1 M pH 6,0.

Se dializan 400 pug de esto en 250 ml de agua a temperatura ambiente (tubo de didlisis; tubos de filtracion);
Duracién: 24 h con 3 x cambio.

A.) Disociacion de neuraminidasa:

La proteina Gc purificada se lleva a contacto en tubos de 10 ml con la neuraminidasa (sialidasa) inmovilizada, tal como
se ha preparado anteriormente, o bien con 3 ml de Sepharose activada o con 0,5 ml de perlas magnéticas activadas
y se incuba a 37 °C, 500 r/min, durante 2 h.

Tras la incubacion

a.) Para gel de Sepharose activada con neuraminidasa: Centrifugaciéon en 6000 r/min durante 2 min, después quitar
900 pl. Mezclar el gel de sialidasa con 1 ml de tampédn fosfato 0,1 M pH 7,0 (= lavar posteriormente una vez) y
centrifugar de nuevo durante 2 min en 6000 r/min y de nuevo quitar 900 pl. Lavar posteriormente aun otras dos
veces, centrifugar y quitar. Combinar los sobrenadantes desprendidos.

b.)Para perlas magnéticas activadas con neuraminidasa: Las perlas magnéticas se retienen y se desprenden
900 pl.

Afadir alas MB 1 ml de tampon fosfato 0,1 M pH 7,0, mezclar y de nuevo quitar 900 pl. Realizar el proceso una tercera
vez y combinar los sobrenadantes desprendidos.

Etapas de purificacion para productos de disociacion de a) y b): centrifugar a través de un filtro (filtro de 10000 Da) en
6000 r/min durante 5 min, para separar los restos de azucar disociados.

Suspender el sobrenadante en 4 ml de tampodn fosfato 0,1 M pH 7,0 y filtrar de nuevo. Realizar esto aun una tercera
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vez. Suspender el sobrenadante en 1 ml de tampén fosfato 0,1 M pH 7,0.

B.) La disociacion con galactosidasa se realiza de manera analoga a la disociacion con sialidasa o bien neuraminidasa
a través de Sepharose activada o bien perlas magnéticas.

Aislamiento de los productos disociados. Cambio de tamponamiento. Purificacién

a) para Sepharose:

Convertir en suspension el residuo de filtro con 1 ml de solucién al 0,9 % de NaCl. Después centrifugar durante 2 min
en 6000 r/min y desprender 1 ml.

Convertir en suspension el resto con 1 ml de solucion al 0,9 % de NaCl de nuevo centrifugar durante 2 min en 6000
r/min y desprender 1 ml. Repetir esto una segunda vez.

b) para perlas magnéticas:

Convertir en suspension el residuo de filtro con 1 ml de solucién al 0,9 % de NaCl. Después retener las perlas de
manera sencilla con un iman y desprender la proteina (=alfa-globulin-N-acetil-glucosamina). Después afadir en cada
caso 1 ml de solucién al 0,9 % de NaCl, mezclar, aplicar con imén y desprender el sobrenadante. Repetir el proceso
3 veces.

Centrifugar todas las fracciones juntas en filtro de 10000 Da durante 8 min en 6000 r/min, para concentrar la solucion.
(Como alternativa puede usarse una dialisis a presion.)

Afadir al residuo 4 ml de solucion al 0,9 % de NacCl y filtrar de nuevo durante 10 min en 6000 r/min. El residuo es
aproximadamente 500 pl.

Afadir de nuevo 4 ml de solucion al 0,9 % de NaCl y filtrar otra vez durante 10 min en 6000 r/min; convertir en
suspension el residuo en 1 ml de solucion al 0,9 % de NaCl.

Resultado: acido sidlico separado; galactosa separada; ningun ADN, ARN.

Finalmente se realiza una filtracion a través de un filtro de 100.000 Da por medio de centrifugacién. GCMAF se
encuentra en el filtrado (tiene aproximadamente 53 kDa), las posibles enzimas del material inmovilizado se han
separado en el residuo de filtro. Con ello se proporciona una purificacion maxima del producto de mas del 99,5 %.

Después se afiade colecalciferol, para formar el complejo GcMAF-colecalciferol. El complejo que resulta se separa del
colecalciferol en exceso mediante un filtro molecular de 10000 Da (centrifugar tres veces durante 10 min con 6000
r/min y lavar con PBS 10 mM pH 7,4). La determinacion de proteina dio como resultado 398 ng/ml del complejo
deseado.

Sin embargo, del mismo modo, es posible dejar reaccionar colecalciferol al inicio con la proteina Gc y separar después
los restos de azucar tal como se ha descrito.

Para los siguientes ensayos de comparacion se realizé el mismo procedimiento de preparacion con calcitriol en lugar
de colecalciferol. Se obtuvo como resultado a este respecto 440 ng/ml del complejo.

La determinacion de la activacion de la fagocitosis se realizé tal como se ha descrito por Hammarstrom S and Kabat
EA en "Studies on specificity and binding properties of the blood group A reactive hemagglutinin from Helix pomatia”,
Biochemistry 10: 1684-1692, 1971:

Se colocaron en capa células de raton peritoneales en una placa de 24 pocillos en cubreobjetos. Tras tres horas del
tratamiento con farmacos se sometieron a estudio los cultivos para determinar la actividad fagocitica. Los glébulos
rojos de oveja (SRBC) se opsonizaron mediante suero de conejo hemolitico (anti-glébulos rojos de oveja C12HSB,
Serotec Ltd. England). Los SRBC opsonizados (0,5 %) en RPMI 1640 (libre de suero) se sobrepusieron en cada
cubreobijeto revestido con macrofagos y se cultivaron durante 90 minutos. Los eritrocitos no internalizados se lisaron
mediante inmersién del cubreobjeto en una solucién hipoténica (1/5 PBS). Los macréfagos se lisaron con metanol, se
al aire y se tifieron con tincion de Giemsa. El nimero de los eritrocitos fagocitados por célula se determiné de manera
microscopica; se contaron 250 macréfagos para cada punto de datos. Los datos se expresan como indice de
fagocitosis, que se define como porcentaje de macréfagos con eritrocitos absorbidos multiplicado por el niumero
promedio de eritrocitos por macréfagos.
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Se muestra el siguiente resultado:

[Tabla 0001]

Tabla 1
Sustancia Actividad de macrofago
GcMAF-calciol 83,5
GcMAF-calcitriol 73,2

GcMAF, preparado tal como se ha descrito 73,0
GcMAF, comprado de Metavectrum, Alemania | 68

La actividad més alta del propio GEcMAF preparado se encuentra probablemente en la mejor purificacién, en particular
en la filtracion final con el filtro de 100.000 Da.

La determinacion de la formacion de aniones de radicales superdéxido en monocitos de sangre completa humana se
realiz6 tal como sigue:

El aislamiento de células mononucleares periféricas se realiza por medio de centrifugacion con gradiente de densidad
de sangre completa heparinizada. La sangre se diluye con PBS (sin Ca/Mg) 1:2 y se aplica en capa en 15 ml de
Histopaque-1077. Después se centrifuga la suspension celular durante 30 min en 700 g y 20 °C. La interfase con las
células mononucleares se quita cuidadosamente con una pipeta Pasteur, se rellena con 30 ml de PBS (sin Ca/Mg) y
se centrifuga durante 5 min en 350 g. El sobrenadante se decanta, las células se suspenden en medio RPMI 1640 y
se recuentan en el citometro de flujo. Las células se ajustan en 10° monocitos/ml. Para la mezcla basica de ensayo se
pipetea en cada tubo de 5 ml 1 ml de suspension celular. Como control se usa LPS 100 ng/ml. La sustancia de ensayo
(GcMAF, GeMAF-calciol o bien GeMAF-calcitriol) se usan en una concentracién de 50 pg/ml. Las células se incuban
en total durante 3 h en la estufa incubadora con COz. 15 min antes del final de la incubacién se afiaden en cada caso
5 ul de anticuerpo CD45-V450 y 1 ul de una solucién madre MitoSOX 1 mM. Después se rellena la suspension celular
con en cada caso 2 ml de medio RPMI y se centrifuga durante 5 min en 350 g a temperatura ambiente. El sobrenadante
se decanta y las células se resuspenden en 500 ul de medio RPMI. Las células se miden en el citometro de flujo y se
analizan. La evaluacion se realiza por medio de la intensidad de fluorescencia promedio, tal como se describe por
Saharuddin Bin Mohamad, Hideko Nagasa Wa, Yoshihiro Uto and Hitoshi Hori en "Preparation of Gc Protein-derived
Macrophage Activating Factor (GcMAF) and its Structural Characterization and Biological Activities", Anticancer
Research 22: 4297-4300 (2002):

Ensayo para la formacion de superdxido

El procedimiento se modificé partiendo de los descrito por Johnston et al.. De manera abreviada, tras el tratamiento
de tres horas de las muestras se lavaron las placas dos veces con PBS (-) y una vez con tampén fosfato de Krebs-
Ringer, pH 7,4, y se afadieron 1,5 ml de citocromo C 50 uM en tampdn fosfato de Krebs-Ringer, y se afadié
miristatoacetato de forbol (PMA) para obtener una concentracion final de 5 pg/ml en cada pocillo y se cultivé durante
90 minutos en una incubadora humectada.

La reaccion se detuvo por medio de un baiio de hielo. El medio cultivado se afiadié a un tubo Eppendorf y se centrifugd
en 8000 g. La densidad éptica del sobrenadante se determiné mediante espectrometria en 550 nm con referencia en
540 nm (U-2000, Hitachi) usando mezclas de placas sin células como medicién en blanco. La concentracién de
citocromo C reducido se determiné usando la ecuacion Essonm = 2,1.10" M1ecm-.

Se muestra el siguiente resultado:

[Tabla 0002]

Tabla 2
Sustancia Actividad de superoxido
GcMAF-calciol 142
GcMAF-calcitriol 188
GcMAF, preparado tal como se ha descrito 199
GcMAF, comprado de Metavectrum, Alemania | 150

Se observa que la actividad de superoxido del complejo de acuerdo con la invencion es la mas baja de todas las
sustancias sometidas a ensayo y es comparable con GEMAF puro. Por tanto, mediante la unién de calciol a GcMAF
puede aumentarse su actividad de macrofago significativamente, sin que esto deba adquirirse mediante el
inconveniente de un aumento de la actividad de superoxido.
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El complejo de acuerdo con la invencién puede administrarse por via oral. Se midié el contenido en vitamina D en la
sangre tras la administracion oral, y éste aumenta de 35,9 nM (antes de la administracidn) hasta 44,25 nM (12 horas
tras la administracion). El complejo de acuerdo con la invencién se absorbe por el organismo por tanto con la
administracion oral. El complejo de acuerdo con la invencién ademas no es toxico.

Pudo mostrarse también un aumento significativo de células monocitarias, que se transforman a continuacién en
macroéfagos, tras administracion oral del complejo de acuerdo con la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Complejo dimérico de proteina de unién a vitamina D desglicosilada de manera selectiva (GcMAF) y colecalciferol
(calciol).

2. Complejo segun la reivindicacién 1 como farmaco.

3. Procedimiento para la preparacion de un complejo segun la reivindicacién 1, caracterizado por que se deja
reaccionar proteina de unién a vitamina D con calciol y antes de esto o después de esto se desglicosila de manera
selectiva, en el que se separa finalmente el producto que resulta con un tamiz molecular con un valor de corte de mas
de 60 kDa de impurezas de peso molecular mas grande, en particular de enzimas de la desglicosilacidn selectiva.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado por que se separa el producto que resulta con un tamiz
molecular con un valor de corte de como maximo 10 kDa de restos de azucar separados.
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