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Descriere:

Cererea de brevet SUA 08/919 787 depusd in 24 iulie 1992 si cererea de brevet SUA 07/735 069
depusd in 25 iulie 1991 de catre Syamal Raychaudhuri si William H. Rastetter, ambele intitulate
“Inducerea raspunsurilor citotoxice T-limfocitare™ (acum abandonate), sunt incorporate in integritatea
lor, prin referire, in aceasta cerere. Aceastd inventie se refera la metode si compozitii utile pentru
inducerea de riaspunsuri citotoxice mediate de celula T la oameni si animale domestice sau importante
in agricultura.

Limfocitele T citotoxice (CTL) sunt considerate a fi mecanismul principal de protectie a gazdei ca
raspuns la o diversitate de infectii virale $i procese neoplazice sau canceroase. Aceste celule elimind
celule infectate sau transformate prin recunoasterea fragmentelor de antigeni in asociatie cu diverse
molecule (denumite molecule MHC de clasa I) pe celulele infectate sau transformate. Experimental
CTL se pot induce prin incircarea citoplasmatici in celulele specifice cu anumiti antigeni solubili. fn
general, imunizarea numai cu un antigen solubil este insuficientd pentru inducerea T-limfocitara
citotoxicd specifica.

O metodd prin care poate fi indus un riaspuns CTL implicd folosirea tehnicilor de inginerie
recombinantd pentru incorporarea componentelor critice ale unui antigen in cauza in genomul unui
agent infectios benign. Scopul unei astfel de strategii este de a genera raspunsuri citotoxice T-
limfocitare antigen specifice la epitopul dorit prin supunerea gazdei la o infectie slabd, care se poate
autolimita. Au fost descrisi vectorii himerici care folosesc virusuri vaccinia, polio, adeno- si
retrovirusuri, precum si astfel de bacterii ca Listeria si BCG. De exemplu, Takahashi et al., 85 Proc.
Natl. Acad. Sci., USA 3105, 1998 descrie utilizarea unui virus recombinant vaccinia care exprima gena
de invelis gp160 HIV ca un instrument potential pentru inducerea limfocitelor T citotoxice.

O a doua metodd prin care poate fi indus un radspuns mediat de celuld include folosirea de
adjuvanti. Cu toate cd domeniul pare a fi saturat de discutii privind utilizarea adjuvantilor, este neclar
dacd o astfel de imunitate mediatd de celuld a fost indusd si dacd o asemenea imunitate a inclus un
raspuns citotoxic T-limfocitar. Totusi, cele care urmeaza sunt reprezentative prin diverse publicatii in
domeniu.

Stover et al., 351 Nature 456, 1991 (neadmis ca fiind stadiul anterior al tehnicii pentru prezenta
cerere) descrie un rdspuns CTL la fB-galactozidazi folosind BCG recombinant care contine o gend de
B-galactozidazad. Nu s-a depistat nici un astfel de raspuns folosind adjuvantul Ereund incomplet si -
galactozidaza.

Mitchell et al., 8 J. Clinical oncology 856, 1990 (care nu este admis ca stadiul anterior al tehnicii
pentru prezenta inventie) descrie tratamentul pacientilor cu melanom metastatic cu un adjuvant denumit
“DETOX si lizate melanomice alogenice, administrate de S ori pe parcursul a 6 siptdmani. La o micd
parte din pacienti s-a observat o crestere de celule T citolitice. Autorii descriu necesitatea de a spori
nivelul productiei de limfocite T citotoxice §i sugercazd o terapie combinatdi de adjuvant cu
Interleukind-2, precum si un pretratament cu ciclofosfamidd pentru reducerea nivelului de celule
supresoare T specifice tumorei, care ar putea exista. DETOX include endotoxini detoxificatd (lipida A
monofosforil) de la Salmonella minnesota, structuri de perete celular de la Mycobacterium phlei, ulei
squalen si emulgator.

Allison si Gregoriadis, 11 Immunology Today 427, 1990 (care nu este admis ca stadiul anterior al
tehnicii pentru prezenta inventie) remarca cd unicul adjuvant “‘autorizat pentru utilizare” in vaccinuri
umane reprezintd sarurile de aluminiu (alum), care nu provoaca imunitate consistentd mediatd celular.
Allison si Gregoriadis afirmd cd ‘“existd, prin urmare, o necesitate de a descoperi adjuvanti cu
eficacitatea adjuvantului complet Freund, dar fard efectele sale secundare cum ar fi granuloamele”. Ei
continud prin a afirma ci existd trei strategii posibile, de exemplu, utilizarea lipozomilor; utilizarea
adjuvantilor, denumiti complexe imunostimulatoare (ISCOM, care includ saponind sau Quil A (un
triterpenoid cu doud catene de carbohidrati), colesterol si fosfatidil colind), care sunt autorizate pentru
utilizare intr-un vaccin de gripd pentru cai (Morein et al., Immunological Adjuvants and Vaccines,
Plenum Press, 153); si utilizarea unei emulsii (SAF) de squalen sau squalan (cu sau fard agent pluronic)
si muramil dipeptida (MDP). SAF este considerat cd produce o imunitate mediatd celular la soareci,
desi “s-a crezut mult timp c& subunitatea antigenilor nu poate provoca raspunsuri citotoxice T-celulare
(CTL)” [1].

Takahashi et al., 344 Nature 873, 1990, descriu inducerea de helperi de clasa II restrictionatd si T-
limfocitard citotoxicd prin folosirea de ISCOM printr-o unicd imunizare subcutanatd la soareci. Ei
afirma cd adjuvantul Freund, adjuvantul incomplet Freund si fosfatul tamponat salin nu induc activitate
citotoxicd T-limfocitard impotriva tintelor de interes pentru ei. Ei afirmd cd, spre deosebire de
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rezultatele cu alte forme de antigen proteinic exogenic solubil, s-a dovedit ¢ este posibil sa se initieze
CTL restrictionate CD" CD4~ antigen specifice clasa I MHC prin imunizare cu proteina exogend
intactd folosind ISCOM. De asemenea, ¢i afirmd cd experimentele descrise sugereazd ci poate fi
posibil sd se provoace CTL la oameni prin folosirea de ISCOM contindnd proteine HIV si ci
vaccinurile bazate pe ISCOM pot atinge scopul demult dorit, i anume, de inducere atat a CTL, catsia
anticorpilor, printr-o proteind purificata.

Byars si Allison, 5 Vaccines 223, 1987 descriu utilizarea de SAF-1, care include Tween 80,
Pluronic 121 si squalen sau squalan, cu sau fard muramil dipeptida si sugereaza ca datele lor arata ca
formularea cu muramil dipeptidd va fi utild pentru vaccinuri umane §i veterinare. Rapelurile de
adjuvant s-au furnizat fard muramil dipeptida. Se considerd cd muramil dipeptida sporeste semnificativ
producerea de anticorpi fatd de utilizarea adjuvantului fard muramil dipeptidd. Imunitatea mediata
celular s-a masurat ca hipersensibilitate de tip intdrziat prin teste dermice pentru a determina inducerea
celulard de T helperi. Astfel de sensibilitate a fost mai puternicd si mai durabild cind s-a furnizat
muramil dipeptida in adjuvant [2]. Adjuvanti similari sunt descrisi de catre Allison et al., brevet SUA
4770 874 (unde se afirmd ca o combinatie de muramil dipeptida si poliol pluronic este esentiald pentru
a provoca un raspuns puternic mediat celular si umoral impotriva albuminei de ou) [3]; Allison et al.,
brevet SUA 4 772 466; Murphy-Corb et al., 246 Science 1293, 1989 (unde este afirmat cd utilizarea
adjuvantilor combinati cu muramil dipeptidd poate spori inducerea atit a ramurii umorale, cét si celei
celulare ale raspunsului imun); Allison si Byars, 87 Vaccines 56, 1987 (unde se afirmi cd imunitatea
mediatd celular este provocatd de cdtre SAF (cu  muramil dipeptidd)  demonstratd prin
hipersensibilitatea de tip intdrziat, prin raspunsuri proliferative ale celulelor T la antigen, prin
producerea de Interleukind-2 si prin liza specificd genetic restrictionatd a celulelor tintd care poartd
antigenul de imunizare); Allison si Byars, Immunopharmacology of Infectious Diseases: Vaccine
Adjuvants and Modulators of Non-Specific Resistance 191-201, 1987; Morgan et al., 29 J. Medical
Virology 74, 1989; Kenney et al., 121 J. Immunological Methods 157, 1989; Allison si Byars, 95 J.
Immunological Methods 157, 1986 (unde sérurile de aluminiu si emulsiile de ulei mineral s-au dovedit
a spori formarea de anticorpi, dar nu §i imunitatea mediatd celular; si formuldrile de muramil dipeptida
s-au dovedit a provoca imunitate mediatd celular); Byars et al.,, 8 Vaccine 49, 1990 (neadmisa ca
stadiul anterior al tehnicii pentru prezenta cerere, unde se afirma ca formularea lor de adjuvant creste
semnificativ raspunsurile umorale si la un grad mai mic sporeste reactiile mediate celular la antigenul
de hemaglutinind a gripei); Allison si Byars, 28 Molecular Immunology 279, 1991 (neadmis a fi
stadiul anterior al tehnicii pentru prezenta cerere; care afirmad cd functia muramil dipeptidei este de a
induce expresia citokinelor si de a creste expesia genelor principale de histocompatibilitate (MHC); si
cd s-au obtinut mult mai bune rdspunsuri de anticorpi si celulare decit cu alti adjuvanti si ci se sperd
sd se convingd dacd strategii similare vor fi eficiente la oameni) [4]; Allison i Byars, Technology
Advances in Vaccine Development 401, 1988 (care descrie imunitatea mediata celular folosind SAF);
Epstein et al., 4 Advance Drug Delivery Reviews 223, 1990 (care asigurd o vedere de ansamblu a
diversilor adjuvanti folositi in prepararea vaccinurilor); Allison si Byars, 95 J. Immunological Methods
157, 1986 (care afirmd cd addugarea de muramil dipeptidd la adjuvant mareste semnificativ
raspunsurile mediate celular la diversitatea de antigeni, inclusiv imunoglobulinele monoclonale si
antigenii virali) [5]; si Morgan et al., 29 J. Medical Virology 74; 1989 (care descrie utilizarea de SAF-
1 pentru prepararea unui vaccin pentru virusul Epstein-Barr).

Kwak et al., Idiotype Networks in Biology and Medicine, Elsevier Science Publishers, p. 163,
1990 (neadmisa ca stadiul anterior al tehnicii pentru prezenta cerere) descrie utilizarea de SAF fard
muramil dipeptidd ca un adjuvant pentru un idiotip de limfom B-celular la om. Mai precis, s-a
administrat o emulsie de Pluronic 1121, Squalan si 0,4% TWEEN-80 in fosfat tamponat salinic. Ei
afirmd cd “‘addugarea unui adjuvant ar putea spori in plus ... rdspunsurile umorale si la fel de bine
poate facilita inducerea raspunsurilor celulare”.

Alte preparate imunologice includ lipozomi (Allison et al., brevet SUA 4 053 585 si 4 117 113);
peptide ciclice (Dreesman et al., brevet SUA 4 778 784); adjuvantul Freund complet (Asherson et al.,
22 Immunology 465, 1972; Berman et al., 2 International J. Cancer 539, 1967; Allison, 18
Immunopotentiation 73, 1973; si Allison, Non-Specific Factors Influencing Host Resistance 247,
1973); ISCOM (Letvin et al., 87 Vaccines 209, 1987); adjuvanti care contin agenti neionici
polimerizati in bloc  formati cu ulei mineral, un agent superficial activ si TWEEN-80 (Hunter si
Bennett, 133 J. Immunology 3167, 1984; si Hunter et al., 127 J. Immunology 1244, 1981); adjuvanti
compusi din ulei mineral si agent emulgator cu sau fard micobacterii mortalizate (Sanchez-Pescador et
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al., 141 J. Immunology 1720, 1988) si alti adjuvanti cum ar fi derivatul lipofilic al muramil tripeptidei
si muramil dipeptida covalent conjugati la proteind recombinata (id.).

Solicitantul a descoperit o metoda sigurd si avantajoasd, si compozitii prin care pot fi induse
raspunsuri CTL la oameni §i animale domestice, sau animale importante din punct de vedere agricol.
Metoda include utilizarea unei formuliri antigenice care este putin toxicd sau netoxicd pentru animale,
lipsita de o peptidd imunostimulatoare (de exemplu, muramil dipeptidd), a cdrei prezentd ar descreste
raspunsul celular dorit. Suplimentar, metoda este simpla in realizare si nu necesitd o muncd extensiva
in vivo pentru modificarea celulelor existente prin tehnici de ADN recombinant pentru a le face mai
antigenice. Aceastd descoperire este surprinzitoare, deoarece este neasteptat ca un astfel de rdspuns
CTL sa poatd fi indus prin utilizarea unei formuldri antigenice cdreia 1i lipsesc peptidele
imunostimulatoare sau echivalentul lor. Descoperirile solicitantului permit de a folosi asemenea
formuliri antigenice intr-un spectru larg de afectiuni sau ca un agent profilactic. De exemplu,
administrarea acestor formuliri antigenice se poate folosi in tratamentul bolilor virale in care un
raspuns CTL este important, de exemplu, in tratamentul infectiei HIV sau gripei; de asemenea, se
poate utiliza in tratamentul infectiilor bacteriene, cancer, infectii parazitare si altele. Ca agent
profilactic, formularea antigenicd combinatd cu un antigen corespunzitor este utild in prevenirea
infectiilor prin virusuri responsabile de bolile virale mentionate anterior, in special, profilaxia infectiei
HIV si de asemenea, pentru profilaxia pacientilor cu risc de cancer, de exemplu, dupd rezectia unei
tumore primare.

Problema pe care o rezolvd prezenta inventie este extinderea gamei de formuldri pentru inducerea
raspunsului citotoxic T-limfocitar.

Astfel, intr-un prim aspect inventia prezintd o metoda pentru inducerea unui rdspuns CTL la om
sau animal domestic (de exemplu, pisicd sau cdine), sau animal important agricol (de exemplu, cal,
vacd sau porc) la un antigen, altul decit antigenul de limfom B-celular sau albumind de ou. Metoda
include etapele furnizérii antigenului la care se doreste rdspunsul CTL si furnizarea unei formuldri
antigenice netoxice care cuprinde, constd, sau constd esential dintr-un detergent stabilizator, un agent
de formare a micelelor si un ulei biodegradabil si biocompatibil. Acestei formuldri antigenice, de
preferintd, 1i lipseste orice component peptidic imunostimulator sau are niveluri suficient de scdzute ale
acestui component, astfel incit rispunsul celular dorit nu este diminuat. Aceastd formulare este
formulata de preferintd ca o emulsie stabild ulei-in-apa. Fiecare dintre diversele componente sunt alese
astfe]l incat emulsia va rdméne intr-o stare de emulsie pentru o perioada de cel putin o lund i, de
preferinti, mai mult decat un an, firi separarea fazei. In metodd antigenul si formularea antigenica sunt
amestecate pentru a forma un amestec (de preferintd, prin microfluidizare) si acest amestec se
administreazi la animal intr-o cantitate suficientd pentru a induce un raspuns CTL la animal. Astfel de
administrare este necesard numai o singurd data.

Prin “detergent stabilizator” se intelege un detergent care permite componentelor emulsiei si
ramand in formd de o emulsie stabild. Astfel de detergenti includ polisorbat 80 (TWEEN) (sorbitan-
mono-9-octadecenoat-poli (oxi-1,2-etandiil; fabricat de catre ICI Americas, Wilmington, DE), TWEEN
40, TWEEN 20, TWEEN 60, Zwittergent 3-12 TEEPOL HB7 si SPAN 85. Acesti detergenti sunt
prevazuti de obicei intr-o cantitate aproximativ de 0,05...0,5%, de preferintd, circa 0,2%.

Prin “agent de formare a micelelor” se intelege un agent care este capabil sd stabilizeze emulsia
formatd cu alte componente astfel cd se formeaza o structurd asemenea micelelor. Astfel de agenti
produc, de preferintd, o oarecare iritatie la locul injectérii in scopul mobilizarii macrofagelor pentru
cresterea raspunsului celular. Exemple de astfel de agenti includ agenti tensioactivi polimerici descrisi
in publicatiile BASF Wyandotte, de exemplu, Schmolka, 54, J. Am. Oil. Chem. Soc. 110, 1977 si
Hunter et al, 129 J. Immunol. 1244, 1981, PLURONIC L62LF, L101 si L64, PEG1000 si
TETRONIC 1501, 150R1, 701, 901, 1301 si 130R1. Structurile chimice ale acestor agenti sunt bine
cunoscute in domeniu. De preferintd, agentul este ales pentru a avea o balantd hidrofil-lipofild (HLB)
cuprinsd in limitele dintre 0 si 2, asa cum s-a definit de cdtre Hunter i Bennett, 133 Journal of
Immunology 3167, 1984. Agentul este prevazut, de preferintd, intr-o cantitate de 0,5...10%, cel mai
preferat, intr-o cantitate de 1,25...5%.

Uleiul este ales pentru a promova retinerea antigenului in emulsia ulei-in-apd, adicd de a furniza un
vehicul pentru antigenul dorit si, de preferinti, are o temperaturd de topire mai micd decat 65°C, astfel
incat emulsia se formeaz3 fie la temperatura camerei (circa 20°C...25°C), fie cd temperatura emulsiei
este adusa la temperatura camerei. Exemple de astfel de uleiuri includ squalen, squalan, EICOSANE,
tetratetracontan, glicerol si ulei de arahide sau alte uleiuri vegetale. De preferintd, uleiul este previzut
intr-o cantitate de 1...10%, cel mai preferat, intre 2,5 si 5%. Este important cid uleiul este
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biodegradabil si biocompatibil, astfel ca organismul si poatd degrada in timp uleiul, evitdnd
manifestarea efectelor adverse, cum ar fi granuloamele, la utilizarea uleiului.

Este important ca din formularea mentionati mai sus sd lipseascd componentul peptidic, in special,
muramil dipeptida (MDP). O asemenea peptidad va servi drept obstacol pentru inducerea unui raspuns
CTL daca este furnizata intr-o cantitate mai mare decat circa 20 pg pentru o administrare de formulare
la om normal. Este preferabil ca astfel de peptide sa fie absente complet din formularea antigenica in
ciuda stimuldrii aparente de cdtre acestea a compartimentului umoral al sistemului imun. Astfel,
solicitantul a gésit cd desi asemenea peptide pot sd sporeascd rdspunsul umoral, ele sunt
dezavantajoase cand este dezirabil un rdspuns citotoxic T-limfocitar.

in alte aspecte apropiate, formularea antigenici se formeazi numai din doui dintre cele trei
componente de mai sus si se foloseste cu orice antigen dorit (termen care include proteine, polipeptide
si fragmentele lor imunogenice) cu exceptia albuminei de ou (sau alte albumine, de exemplu, HAS,
BSA si ovalbumind), pentru a induce un raspuns CTL la animalele de mai sus sau oameni.

Solicitantul considerd ca formuldrile de mai sus sunt semnificativ avantajoase fatd de formuldrile
anterioare (incluziv ISCOM; DETOX si SAF) pentru utilizare la oameni. Spre deosebire de aceste
formuldri, prezenta formulare include §i unagent de formare a micelelor si nu are peptide, structuri de
pereti celulari sau componente celulare bacteriene. De asemenea, prezenta formulare induce un raspuns
CTL care, fie nu se intalneste cu formuldrile anterioare, fie este semnificativ sporit comparativ cu acele
formulari.

Prin “netoxic” se intelege cd se observa un efect secundar nepronuntat sau nici un efect secundar
ale formuldrii antigenice la animalul sau omul tratat. Specialistii in domeniile medical sau veterinar, vor
recunoaste cd acest termen are un inteles larg. De exemplu, la un animal sau om practic sandtos, poate
fi toleratd numai o ugoard toxicitate, in timp ce la un om care suferd de o boald iminentd, poate fi
toleratd substantial mai fnaltd toxicitate.

in realizdrile de preferinti, formularea antigenici consti in esenti din doud sau trei dintre
detergent, agent de formare a micelelor si ulei; metoda constd in esentd dintr-o unicd administrare a
amestecului (antigen plus formularea antigenicd) la om sau animal, omul sau animalul fiind infectati cu
un virus si suferd de unul sau mai multe simptome (asa cum este in general definit de catre doctori in
medicind in domeniul relevant) ale infectiei virale; si formularea antigenica este netoxica pentru om sau
animal.

in alte realiziri de preferinti, antigenul este ales din portiunile antigenice ale antigenilor HIV:
gpl60, gag, pol, Nef, Tat si Rev; antigenii malariei: proteina CS si proteina 2 de suprafatd a
sporozoitului; antigenii de suprafatd ai hepatitei B: Pre-S1, Pre-S2, HBc Ag si Hbe Ag; antigeni ai
gripei: HA, NP si NA; antigenii de suprafatd ai hepatitei A; antigenii virusului Herpes: gp340 al EBV,
gp85 al EBV, gB al HSV, gD al HSV, gH al HSV, produsul proteinic precoce al HSV, antigeni ai
virusului papilomului uman (de exemplu, antigenii HPV astfel ca antigenii 1.1, E4, E6, E7, in special
antigenii E6 si E7 ai HPV16 si 18, cele mai comune doud tipuri de HPV asociate cu carcinomul
cervical, E4 si L1 derivate ale HPV6 si HPV11, cele mai comune HPV asociate cu condilome
acuminate; antigenul specific prostatei (PSA), gB al citomegalovirusului, gH al citomegalovirusului $i
proteina IE gp72; antigenii virusului sincitial respirator: proteina F, proteina G si proteina N; si
antigenii tumorali: ACE al carcinomului, mucina asociatd carcinomului, P21 al carcinomului, P53 al
carcinomului, MPG al melanomului, p97 al melanomului, produsul oncogenului Neu al carcinomului,
produsul genei P53 al carcinomului, antigenul melanomului numit MAGE si proteina p21 ras mutata
prezenta intr-o diversitate de tumori maligne.

In aspectul relatat inventia in prim plan se referd la o compozitie care cuprinde, consti sau care
constd esential dintr-un antigen amestecat cu o formulare antigenica descrisd mai sus, unde antigenul
este ales din portiunile antigenice enumerate mai sus.

in alte aspecte inventia se referd la metode de tratamant al unui pacient infectat cu virus HIV,
care suferd de malarie, care suferd de gripd, care suferd de hepatitd, care suferd de un cancer cervical,
care suferd de condilome acuminate (verucozitati genitale), sau infectat cu virus sincitial respirator,
prin administrarea unei compozitii incluzand un antigen corespunzitor (de exemplu, selectat dintre cei
indicati mai sus) amestecat cu una dintre formuldrile antigenice de mai sus. Acesti antigeni si
tratamentele sunt specifice antigenilor care pot fi folositi in formuldrile antigenice referitoare la
subiect.

Alte trasaturi si avantaje ale inventiei vor fi evidente din descrierea care urmeaza a realizdrilor
preferabile ale acesteia si din revendicari.

fn continuare vor fi descrise pe scurt desenele care insotesc inventia.
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Figurile 1A-1C si 4A-4C sunt prezentiri grafice ale datelor de comparare a inducerii CTL prin
diverse formuldri de ovalbumind; E:T reprezintd raportul organelor-tintd in toate figurile;

Figurile 2A i 2B sunt prezentari grafice ale datelor de comparare a inducerii CTL prin diverse
formuldri de -galactozidaza;

Figura 3 este o prezentare graficd a datelor de comparare a inducerii CTL prin ovalbumind intr-un
lipozom si intr-o formulare antigenica;

Figurile 5 si 6 sunt prezentiri grafice ale datelor care aratd efectul epuizirii celulelor CD4 si CD8
in inducerea CTL;

Figura 7 este o reprezentare graficd a datelor care aratd inducerea CTL prin gp120;

Figura 8 este o reprezentare graficd a datelor care aratd inducerea CTL printr-un amestec de
pluronic si TWEEN si un antigen;

Figura 9 este o reprezentare graficd a datelor care aratd inducerea CTL cu un amestec de squalan si
TWEEN si un antigen;

Figura 10 este o reprezentare graficd a datelor care aratd inducerea CTL printr-un amestec de
squalan si pluronic si un antigen;

Figura 11 este o reprezentare graficd a efectului ova cu diverse formuldri antigenice asupra
raspunsului CTL;

Figura 12 este o reprezentare graficd a inducerii anticorpilor anti-gp120IIIb la maimute cu diverse
formuldri antigenice;

Figura 13 ilustreazi activitatea antitumorald a celulelor HOPE2 la 10 zile dupd o unicd imunizare
cu proteina E7 solubild in adjuvant;

Figura 14 ilustreaza activitatea antitumorald a celulelor HOPE2 la 10 si 19 zile dupd imunizéri cu
proteina E7 solubild in adjuvant.

Formularea antigenica
Formuldrile antigenice utilizate in aceastd inventie sunt descrise in general mai sus. Specialistii

ordinari in acest domeniu vor recunoaste ca formuldri echivalente se prepard cu usurinta si poate fi de
agteptat sd aibd proprietdti echivalente in inducerea unui raspuns CTL. Asemenea formulari sunt testate
cu usurintd pentru proprietatile lor folosind tehnici echivalente celor descrise in exemplele de mai jos.

Urmeaza exemple ale inventiei cu utilizarea unei formuldri antigenice (AF) compuse din circa 2,5%
squalan, 5% acid pluronic si TWEEN 80 in fosfat tamponat salin. In special, o emulsie de AF a inclus:
15 mg squalan, 37,5 mg poloxamer 401 (PLURONIC L121), 6 mg polisorbat 80 (TWEEN 80), 0,184
mg clorurd de potasiu, 0,552 mg fosfat monobazic de potasiu, 7,36 mg clorurd de sodiu, 3,3 mg fosfat
dibazic de sodiu (anhidru), per 1 ml apa, pH 7,4. Aceastd emulsie s-a microfluidizat folosind tehnica
standard (Microfluidics Model M110F) cu un modul de contrapresiune la 11-14,000 psi cu reintoarcere
gradata la presiunea atmosferica racind si impachetind in gheatd umeda.

In alte exemple, antigenul s-a amestecat cu squalan microfluidizat (S), pluronic (P) si TWEEN 80
(T) pentru a atinge o concentratie finald de 0,2% TWEEN 80, 1,25% pluronic si respectiv 5% squalan.
Pentru a determina subcomponentele necesare pentru inducerea unui rdspuns imun antigenspecific,
Squalan- TWEEN 80, pluronic- TWEEN 80 sau Squalan-pluronic s-au preparat la aceeasi concentratie
ca pentru amestecul din trei componente. Pluronic, Squalan sau TWEEN 80, s-au preparat, de
asemenea, individual pentru determinarea efectului componentului individual asupra inducerii CTL. De
asemenea, s-au facut substitutii ale TWEEN 20, TWEEN 40 sau Zwittergent pentru TWEEN 80
pentru determinarea efectelor diversilor derivati TWEEN asupra inducerii CTL in sistemul ova.
Substitutii ale Squalanului in formulérile din trei componente au fost facute cu Eicosan sau triacontan si
substitutiile pentru copolimerul pluronic in aceeasi formulare din trei componente s-au facut prin PEG
1000, Pluronic L62LF si Tetronic 1501 si 150R1. Ca si formuldrile din doud componente, s-au
amestecat diversi analogi in diverse combinatii si s-au testat la inducerea CTL specificd ova. Ele sunt
un amestec de colesterol - TWEEN 80, Squalan - TWEEN 20, Pristan - TWEEN 80, sau ulei de
masline - TWEEN 80. Pentru un studiu de stabilizare, amestecul microfluidizat de Squalan - TWEEN
80 s-a amestecat cu dextrozi la o concentratie finald de 5%. In toate cazurile combinatiile de excipienti
s-au amestecat intr-un microfluidizor pentru a obtine o emulsie stabili. in unele experimente,
formuldrile din 2 componente s-au amestecat cu diferite concentratii de MDP pentru inducerea
raspunsurilor CTL si umoral. Tabelul 1 prezinta o listd cuprinzitoare a diferitelor formuliri folosite in
acest studiu.

Tabelul 1
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Efectul diferitelor substitutii in sisteme de 3 sau 2 componente

Substitutie in formulari din 3 componente Omorare % la E:T 100:1
STP 84
Tween 40 (T) 66
Tween 20 (T) 48
T1501 (P) 0
T150R1 (P)
Pluronic L62LF (P) 47
Eicosan *
PEG1000 (P) *
Triacontan (S) *
*

Zwittergent (T)

Substitutie in formulari din 2 componente

ST 76

PT 45

SP 26

Colesterol (S) + Tween 80 0
Squalan + Tween 29 (T) 65
Pristan (S) + Tween 80 42
Ulei de masline (S) + Tween 80 69

Formulare din 1 component

Pluronic 1.121 0

Squalan 0

Tween SO 0

Squalan + Tween 80 + dextroza % 86

* Analiza CTL este repetata

Ca adjuvant de control s-a folosit formularea adjuvant Syntex (microfluidizati; SAFm) care
constd din doud parti. Partea I constd din fosfat tamponat salin care contine o concentratie finald de 5%
Squalan, 1,25% pluronic si 0,2% TWEEN 80 (vehicul sau [-SAF). Partea II constd din N-
acetilmuramil-L-treonil-D-izoglutamind (Thr-MDP), un derivat al componentului peretelui celular de
micobacterii. In scopul imunizirii antigenul este amestecat cu vehicul microfluidizat (partea II) pentru
a obtine o emulsic omogend. Se adaugd MDP pentru a obtine SAFm si se centrifugheazd usor.
Concentratia MDP din amestec se varia pentru a determina concentratia optima pentru inducerea CTL.
In calitate de adjuvant de control, soarecii s-au imunizat cu antigeni solubili amestecati cu alum
conform manualului producétorului (Pierce Chemical, Rockford, IL.) sau cu adjuvantul Freund complet
(CFA).

Aceasta formulare antigenica se foloseste pentru inducerea raspunsurilor citotoxice T-limfocitare la
soareci. Specialistii ordinari in domeniu vor recunoaste cd un astfel de model de soarece este indicator
ca experimentele sau tratamentele echivalente vor induce in mod similar raspunsuri citotoxice T-
limfocitare la oameni, animale domestice sau animale din agriculturd. Cantitatea formuldrii antigenice
si de antigen utild pentru a produce raspunsul celular dorit poate fi determinatd empiric prin proceduri
standard, bine cunoscute specialistilor ordinari in domeniu fird a mai proceda la experimentare. Astfel,
dacd se doreste sd se reducd efectele secundare ale tratamentului cu un astfel de amestec, specialigtii
ordinari in domeniu pot determina un nivel minim al unui astfel de amestec pentru administrare la om,
un animal domestic sau agricol, in scopul de a provoca un raspuns CTL si prin aceasta sd inducd
imunitate la un antigen dorit. In folosirea normald, un asemenea amestec va fi injectat prin oricare
dintre numeroasele proceduri standard, dar preferatd in mod deosebit, este o injectie intramusculard la
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o localizare care va permite emulsiei si ramand intr-o formd stabild pentru o perioadd de cateva zile
sau cateva sdptdmani.

Metode

In exemplele date mai jos s-au folosit, cu exceptia unde s-a remarcat altfel, urmatoarele materiale
si metode:

Soareci

S-au procurat femele CS7BL/6 (H-2") si BALB/c (H-2% de la Harlen Spraque (San Diego,
California).

Antigeni

S-a folosit ovalbumind (ova, Grade VII; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) in forma nativa. S-a
folosit -galactozidaza (f3-gal, Grade VIII, BRL) in forma nativa si dupd fierbere in NaOH timp de 2
minute pentru a da un digest alcalin. S-a procurat gp120 recombinat de la American Biotechnology.

Celule tumorale si transfectanti

S-au folosit celule tumorale Ia linii EI4 (C57BL/6, H-2° timom) si P815 (DBA/2, H-2¢
mastocitom). Derivarea transfectantului EK4 care produce ova, EG7-ova, este descrisd anterior de
catre Moore et al., 54 Cell 777, 1988. Transfectantul P13.1, care produce P-gal, s-a derivat prin
electroporarea a 107 celule P815 in 1 ml de fosfat tamponat salin (PBS) cu 10 mg de Pst] linearizat
pCHI110 (Pharmacia LKB Botechnology Inc., Piscataway, NJ) si 1 mg de Pvul linearizat pSV2 neo
(Southern et al., 1 J. App.1. Genet. 327, 1982 ), urmat de selectia in 400 pg/ml a antibioticului G418.
Transfectantul C3-4 s-a derivat din hibridomul Igm 662 BALB/c prin transfectare cu un plasmid care
codifica gena -gal fuzionata la al treilea si al patrulea exon al lanfului greu IgM (Rammensee et al.,
30 Immunogenetics 296, 1989). S-a furnizat gp 160IIIb care exprima fibroblastul 3T3, 15-12, asigurat
de citre Dr. Germain de la NIH (Bethesda, MD). Linia celulari L transfectatd K® a fost asiguratd de
catre Dr. Carbone, Monash University, Australia. Liniile celulare L transfectate D¢ si L au fost
furnizate de catre Dr. Ted Hensen, Washington University, St. Louis.

Imunizare

Soarecii s-au imunizat intravenos cu 200 pl de suspensie de 25 x 10° splenocite dupi o incircare
citoplasmatica (cum s-a descris de Moore et al. supra, Carbone et al., J. Exp. Med. 169:603, 1989).
Pentru a imuniza cu formuldrile ova-antigen sau [-gal antigen s-au injectat subcutanat cate 30 pg per
soarece de fiecare proteind antigen in talpd si baza cozii. Fiecare injectare constd din 67 pl formulare
antigenicd microfluidizatd (obtinutd urmand procedurile standard) si 30 pg de proteind antigen intr-un
volum final de 200 pl. Volumul final s-a obtinut cu HBSS, vezi, Whittaker Manual (Welkersville,
MD). S-a asigurat MDP in concentratii intre 0 si 300 ug. A fost stabilit cd soarecii s-au imunizat cu
antigeni solubili in CFA sau in alum intr-un volum total de 200 pl.

Stimularea in vitro a populatiilor efectoare

Celulele splenice (30 x 10°) de la soareci normali sau imunizati care au fost initiati cel putin 14
zile in urmd, s-au incubat cu 1,5 x 10° EG7-ova (iradiate cu 20000 rad) pentru rispunsuri ova, sau 1,5
x 10 celule C3-4 (iradiate cu 20000 rad) pentru raspunsul B-gal in plici de 24 godeuri la 37°C in 7%
COy/aer. Toate culturile tisulare au fost realizate intr-un mediu complex, constand din mediul IMDM,
vezi, Whittaker Manual (Welkensville, MD) suplimentat cu ser fetal de vitel de 10% (FCS), 2 mM
glutamini, gentamicind si 2 x 10> M 2-mercaptoetanol. Pentru experimentele epuizirii in vitro,
celulele splenice initiate in vivo sau stimulate in vifro s-au tratat cu anticorpi monoclonali (mAb) RL.
172 (anti-CD4) sau mAbs 3.168 (anti-CD8) pentru indepirtarea celulelor T CD4* sau CDS8*
(Sarmiento et al., 126 J. Immunol. 2665, 1980, si Ceredig et al.,, 314 Nature 98, 1985). Anticorpii
mAb RL. 172 si mAb 3.168 au fost obtinuti de la Dr. Jonathan Sprent de la Scripps Clinic and
Research Foundation, LLa Jolla, CA.

Celulele splenice (30 x 10°) de la soareci normali sau imunizati care s-au initiat cel putin 21 zile in
urmd, s-au incubat cu 1,5 x 10° celule 15-12 (tratate cu 200 pg de mitomicind C timp de 45 minute per
10® celule) sau cu 500 ug peptidi 18IIIb care contine epitopul CTL dominant la soareci Balb/c in
mediul complex IMDM (Irvine Scientific, Santa Ana, CA), care contine 10% FCS prestabilit-sortat
(ICN Flow; ICN Biochemicals, Inc., Costa Mesa, CA), 2 mM glutamind, gentamicind si 2 X 10°M2-
mercaptoetanol. Pentru stimulare in vitro cu peptide, celulele splenice s-au cultivat in IMDM complex
continind supernatantul ConA de 5%.

Pentru experimente de epuizare, celulele splenice initiate in vifro sau stimulate in vitro s-au tratat
cu mAb RL.172 (anti-CD4) sau mAb 3.168 (anti-CD8) in prezenta unui complement de iepure de
toxicitate joasd (Cederlane Laboratories, Ltd., Hornby Ontario, Canada) pentru indepértarea celulelor




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 1586 G2

10

T CD4" sau CD8" (22, 23). Anticorpii mAb R1..172 si mAb 3.168 au fost un dar de la Dr. Jonthan
Sprent de la Scripps Clinic and Research Foundation, La Jolla, CP.

Analiza citotoxicitatii

Celulele tinti (1 x 10%) s-au marcat cu 100 uCi [*'Cr] cromat de sodiu timp de 60 minute. Pentru
tintele peptidice pulsate, in timpul tintirii de marcare cu °'Cr s-au adiugat 50 ul de solutie peptidica in
HBSS del mg/ml. Dupi spalare, 10* tinte marcate si dilutii seriale ale celulelor efectoare s-au incubat
in 200 pl de RP10 timp de 4 ore la 37°C. S-au colectat 100 ul de supernatant si s-a determinat liza
specificd: Procent lizd specificd = 100 x { (eliberare prin CTL - eliberare spontand)/(eliberare maxima
- eliberare spontand)}. Eliberarea spontand in absenta rdspunsului citotoxic T-limfocitar (CTL) a fost <
25% din eliberarea maximad prin detergent in toate experimentele.

Determinarea raspunsurilor de anticorpi la soareci si maimute

Fiecare godeu al placii cu 96 godeuri cu fundul in formd de U (Costar, Cambridge, MA) s-a
acoperit cu 150 ng de ova sau gp 120 in 50 pl de HBSS si s-a incubat peste noapte la 4°C. Pentru
determinarea raspunsurilor de anticorpi anti-gp120 si anti-ova la soareci, plicile s-au blocat cu 1%
BSA timp de 1 ord. S-au addugat seruri diluate serial in 25 pl volum per godeu si s-au incubat timp de
2 ore. Plicile s-au spélat si s-a adaugat per godeu 50 ul de IgG de caprd anti-goarece conjugat la
HRPO in dilutie de 1:1000 (SBT, Alabama) in 1% BSA. Dupi 1 ord de incubare, placile s-au spilat si
s-au addugat 100 pl substrat per godeu. Peste 10-15 min s-au prelevat ODyos. Pentru determinarea
raspunsului de anticorpi anti-gp120 la maimute, au fost efectuate aceleasi etape cu exceptia ca atat
blocarea placilor, cat si dilutia serurilor s-au facut cu ser normal de caprd de 5% 1in solutie salinid
echilibratd Hank.

Sinteza peptidei

Peptidele sintetice corespunzitoare la secventele aminoacide 253-276 (Lista de secvente nr.
1:EQLESIINFEKLTEWTSSNVMEER; unde se foloseste codul standard de o literd pentru a reprezinta
fiecare aminoacid) ale ovalbuminei (ova 253-276), secventele aminoacide 84-102 ale proteinei
mielinice bazice (MBP 84-102) (Lista de secvente nr. 2: DENPVVHFFKNIVTPRTPP) si peptidele
sintetice care corespund secventelor aminoacide 308-322 (secventa 18IIIb) ale gpl20Illb, s-au
asamblat prin sintezd peptidicd in fazi solidd folosind un sintetizator Applled Biosystems 430A.
Aminoacizii s-au cuplat prin intermediul anhidrelor simetrice preformate, cu exceptia asparaginei,
glutaminei §i argininei, care s-au cuplat ca esteri hidroxibenzotriazolici. Eficienta cupldrii s-a
monitorizat prin reactia ninhidrind, urmand metoda Kaiser et al., 34 Anal. Biochem. 595, 1970.
Peptidele s-au eliberat din suport cu HF, urmand procedura “low-high” descrisd de Tam, et al., 21 J.
Am. Chem. Soc. 6442, 1983, si  s-au extras din rdsind cu acid acetic de 10%. Dupa liofilizare,
peptidele s-au desalinizat pe o coloand Sephadex G-25 si probele de peptide ulterior s-au purificat
HPLC prin cromatografie in faza inversd pe o coloand preparativd Vydac C-18. Peptidele purificate
(98%) s-au solubilizat in HBSS la o concentratie finald de 10 mg/ml si s-au diluat in medii complexe
pana la concentratia dorita.

Digest CNBr

Probele de proteind (de exemplu, B-galactozidazd) s-au tratat in exces de 100 de ori cu bromurd
de cianogen intr-o solutie de acid trifluoracetic 10 mM. Reactia s-a ldsat sd se desfagoare timp de 18
ore la temperatura camerei (circa 20°C) cu rotire. Dupd timpul de reactie prescris, fragmentele
peptidice s-au separat de reactant folosind un aparat SEP-PAK C-18 (Waters), s-au diluat cu 95%
acetonitril si s-au liofilizat.

Digest alcalin

Probele de proteind (de exemplu, B-galactocidazd) s-au tratat cu NaOH 1IN si s-au fiert 2 minute,
iar fragmentele peptidice rezultate s-au separat de reactanti folosind un aparat C-18 SEP-PAK
(Waters), apoi s-au diluat cu 95% acetonitril si s-au liofilizat.

Exemple de realizare a inventiei.
Exemplul 1._Initierea CTL restrictionate Clasa I

Moore et al., 113 UCLA Symp. Mol. Cell. Biol. 1989 si Carbone si Bevan, 171 J. Exp. Medicine
377, 1990, demostreaza ca soarecii imunizati cu celule splenice incércate citoplasmatic cu ova s-au
initiat pentru raspuns CTL restrictionat Clasa I specific ova. S-a folosit transfectantul EG7-ova care
exprimd EL4-ova pentru stimularea in vitro a limfocitelor splenice initiate in vivo si ca tintd pentru
CTL specific ova mediat prin omorare. De asemenea, acest studiu a demonstrat ci efectorii CD8*
indusi prin transfectantul EG-7-ova sau prin celule splenice incdrcate citoplasmatic cu ova, recunosc
un determinant configurat prin peptida ova 258-276 in contextul de H-2K®, lizeazi EG7-ova si de
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asemenea omoard celulele EL4 acoperite cu ova 238-276. Astfel, in scopul de a cerceta dacd un traseu
endogen al celulei T CD8” restrictionat Clasa [ poate fi indus printr-un antigen solubil, sistemul de mai
sus s-a folosit pentru a determina dacd anumite formulari antigenice se pot folosi pentru a conduce
antigenul solubil pe un traseu Clasa I restrictionat.

a) ova

S-au initiat o datd soareci C57BL/6 cu diverse cantitdti de ova (30 ug - 1 mg per soarece) cu sau
fara o formulare antigenicd. Soarecii s-au injectat subcutanat si in baza cozii. S-au prelevat celulele
splenice de la soarecii imunizati la cel putin 2 sdptdmani dupd imunizare si s-au stimulat in vitro cu
transfectanti EG7-ova. O concentratie ova de ordinul a 30 pg a fost la fel de eficientd ca o dozd de 1
mg. Ulterior s-au efectuat studii CTL de rutind cu celule splenice de la soarecii initiati cu 30 pg de
ova. Dupd 5 zile de cultivare in vitro cu EG7-ova s-a analizat initierea prin prezenta efectorilor
specifici ova capabili si lizeze EG7-ova.

Soarecii injectati cu ova solubild in HBSS in concentratia de 1 mg nu au prezentat dovada initierii
CTL (fig. 1A). Totusi, soarecii imunizati cu 30 pg ova in formularea antigenicd descrisi mai sus
(prezentatd in figuri ca AF) au demonstrat un semnificativ raspuns CTL specific transfectantului (fig.
1C). Mai mult, extinderea omorarii EG7-ova de cétre celulele splenice imunizate cu ova-AF a fost
comparabild cu cele ale soarecilor imunizati cu celule splenice incdrcate cu ova (fig. 1B).

Specificitatea initierii CTL in vivo a fost antigen specificd si s-a demonstrat prin lipsa celulelor
splenice de la soarecii imunizati cu [-galactozidaza de a manifesta rdspuns CTL secundar in vitro la
stimularea cu EG7-ova. Nu s-a observat nici o inducere CTL specificd ova.

b) p-galactozidazd

Rezultate similare au fost obtinute folosind alt antigen proteinic solubil, -gal. Pentru analiza
raspunsului CTL specific -gal, tinta folositd a fost BALB/c derivatd a transfectantului C3-4 care
exprima [3-gal. Imunizarea soarecilor BALB/c cu B-gal a dat un raspuns CTL fondal. Ulterior pentru
determinarea raspunsului CTL specific, recoltarea a fost amanatd pentru cel putin 8 séptdmani inainte
ca limfocitele splenice sd fie recoltate si cultivate timp de 5 zile in prezenta transfectantilor C3-4
iradiati.

Figura 2B demonstreazd ca 30 ug de B-galactozidaza in AF au indus un raspuns CTL specific
puternic impotriva transfectantului. La un raport al efectorului la tinta (E:T) de 3:1, soarecii imunizati
cu B-gal-AF au prezentat circa 80% omorare C3-4 specificd. Cu toate acestea, s-a atins numai 20%
omordre a aceleiasi tinte cu efectori izolati de la soareci imunizati cu B-gal in HBSS la acelasi raport
E:T (fig. 2A). Deoarece nici EL4 si nici P815 nu exprimd produsele genei MNC clasa II i liza prezinta
restrictie singeneicd, acesti efectori specifici ova si B-gal sunt MHC clasa I restrictionati.

Pentru a demonstra utilitatea formularii antigenice, s-au imunizat soareci cu ova incapsulata in doud
tipuri de lipozomi, din care unul a fost lipozom sensibil la pH. Peste o sdptdmani celulele splenice s-
au stimulat in vitro, asa cum s-a descris mai sus, si s-au testat impotriva EG7-ova marcat S1Cr sau
EL4. Fig. 3 aratd un rezultat reprezentativ care demonstreaza ca ova in lipozom s-ar putea si nu
initieze soarecii pentru inducere CTL substantiald. Rezultate similare s-au observat la imunizarea ova
in alum.

Exemplul 2. Recunoasterea epitopului prin CTL

Carbone si Bevan, supra, au demonstrat ¢d CTL induse la soarecii CS7BL/6 prin transfectantul
EG7-ova si prin splenocite incarcate citoplasmatic cu ova recunosc celulele EL4 acoperite cu peptida
ova 258-276. Pentru a determina dacd ovalbumina solubild in AF induce raspunsuri CTL similare, s-au
preparat celule splenice de la soareci imunizati si stimulati in vitro cu EG7-ova. Efectorii s-au testat
impotriva celulelor EL4 acoperite cu peptida ova 253-276, sau cu o peptida de control derivatd de la
proteina mielinicd bazicd (MBP B4-102). Rezultatele demonstreaza cd ova-AF au initiat CTL cu o
specificitate similard celor initiate prin transfectanti sau prin ova incircata citoplasmatic (figurile 1A,
1B si 1C). Celulele efectoare initiate cu ova-AF au lizat eficient EG7-ova si celulele EL4
netransfectate acoperite cu 50 pg/10® celule de peptidi ova, dar nu lizeazi celulele EL4 acoperite cu
50 ug/10® de peptidd MBP.

In sistemul de f-galactozidaza, Carbone i Bevan, supra, au aratat ci transfectantul care exprima
B-gal si splenocitele incércate citoplasmatic cu B-galactozidaza solubild, au indus CTL care au lizat
transfectantul exprimand B-gal si celulele P815 netrasfectante acoperite cu B-galactozidaza digestata
alcalin. 3-galactozidaza solubild induce CTL care au specificitate similard celei la imunizarea cu AF
(fig. 2).

Exemplul 3. Efectorii CTL sunt celulele T CD8*
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Antigenii proteinici solubili in AF induc efectorii CD8* ai celulelor T, dupd cum s-a dovedit din
cele care urmeazd. S-au cultivat splenocite de la soarecii imunizati timp de 5 zile cu transfectanti
iradiati in vitro. Apoi celulele s-au recoltat si celulele T s-au epuizat de CD4* sau CD8" folosind
anticorpi monoclonali anti-CD4 sau anti-CD8 plus complementul. Populatiile epuizate au fost testate
impotriva 1Cr-EGT-ova in sistemul ova sau >'Cr-P13.1 in sistemul p-gal. Datele prezentate in fig. 4
aratd ci in sistemul ova epuizarea celulelor T CD8" a anulat activitatea citoliticd conferitd de citre
intreaga populatie celulard efectoare. Totusi, epuizarea populatiei de CD4* ale celulelor T nu are nici
un efect asupra lizei EG7-ova.

In mod similar, in sistemul f-gal, epuizarea celulelor T CD8+ a anulat activitatea citoliticd a
celulelor splenice imunizate cu formularea [3-gal-antigen.

Exemplul 4. Ova solubili in AF initiazi celulele T CD8*

Pentru a demonstra c¢i ova-AF initiazd populatii de celule T CD8" in vivo, si este criticd pentru
raspunsul secundar in vitro, s-au epuizat splinele soarecilor imunizati cu ova-AF si ale soarecilor
neinitiati de populatiile CD4* sau CD8*. Apoi aceste populatii tratate s-au stimulat in vifro numai cu
EGT7-ova, sau cu o combinatie de celule T CD4* gi CD8" de la goarecii imunizati cu ova-AF, sau cu
diverse combinatii ale celulelor T CD4* sau CD8* de la soarecii imunizati cu ova-AF cu celulele CD4*
sau CD8" de la soarecii neinitiati. Fig. 5 arati ci celulele CD8" initiate sunt esentiale pentru
manifestarea unui rdspuns CTL in vitro. Aceste date indicd, de asemenea, cd pentru un raspuns CTL
secundar eficient in vitro sunt necesare celulele T CD4”, pe cand pentru initiere aceste celule nu sunt
necesare. In mod similar, celulele T CD8* au fost necesare pentru manifestarea rispunsului CTL
secundar specific 3-gal in vifro.

Exemplele de mai sus demonstreazd efectul formuldrii antigenice asupra inducerii raspunsurilor
CTL restrictionate Clasa I impotriva antigenilor proteinici solubili. Formularea antigenicd a mediat
antigenul solubil care a indus initierea CTL si este similard ca activitate celui indus prin transfectanti si
prin splenocite incércate citoplasmatic cu ova sau [3-gal solubile. Sistemele de ovalbumind, EG7-ova,
splenocite incircate citoplasmatic cu ova si ova-AF au indus: (a) CTL CD8" restrictionate Clasa I; (b)
CTL care recunosc tinta sensibilizatd cu peptida sinteticd ova 253-276; si (¢) CTL de duratd lunga la
numai o singurd imunizare. Sistemele de (-galactozidazd, B-gal-AF au indus CTL care recunosc
transfectantul C3-4 care exprimd B-gal si de asemenea, celulele P815 netransfectate sensibilizate cu f3-
gal digerata alcalin. Lucruri analoage s-au observat cu CTL induse prin imunizare cu celule splenice
incdrcate citoplasmatic cu [-galactozidazd. Unica inducere a CTL specific ova este prin formularea
antigenicd, deoarece nici ova incapsulatd intr-un lipozom sensibil la pH, nici in alum, nu a putut sa
induca initierea CTL in vitro.

Aceste exemple demonstreaza ca formularea antigenica folositd mai sus si echivalentele sale sunt
utile in tratamentul omului §i in dezvoltarea vaccinurilor pentru a induce CTL in diverse cancere si boli
virale.

Exemplul 5.

Acesta este un exemplu specific pentru a ardta folosirea AF de mai sus pentru initierea CTL
restrictionate clasa I prin gp 120 solubild a HIV.

Linia celulard care exprimd gpl60 IIIB (15-12) s-a produs in linia de celule 3T3 derivatd din
fibroblast Balb/c. Ea a fost obtinutd de la Dr. Ron Germain si Dr. Jay Berzofsky, National Institute of
Health, Bethesda, M.D. Linia de celule care exprimad gpl160 s-a folosit pentru stimularea in vitro a
limfocitelor splenice initiate in vitro $i s-a folosit de asemenea ca tintd pentru inducerea CTL specific
gpl60. S-au imunizat o data soarecii Balb/c cu 10 pg de gp160 per soarece cu sau fara AF. Soarecii s-
au injectat in talpd si baza cozii subcutanat. Celulele splenice s-au prelevat de la soarecii imunizati
dupa 2 saptdméni de imunizare si s-au stimulat in vifro cu transfectanti gp160 iradiati. Dupd 5 zile de
culturd in vitro, initierea s-a cercetat prin prezenta efectorilor specifici capabili si lizeze transfectantii
gpl60, dar nu si liniile de celule netransfectate. Rezultatele sunt prezentate in Fig. 7, unde raspunsul
CTL este potentat cu AF si gp120.

Exemplul care urmeazd demonstreaza utilizarea formularilor antigenice ale acestei inventii folosind
numai 1 sau 2 componente. Aceste exemple demonstreaza cd raspunsurile CTL pot i induse numai cu
2 din cele 3 componente de mai sus.

Exemplul 6. Determinarea componentelor critice necesare pentru inducerea CTL




10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD 1586 G2

13

Pentru a determina dacd toate componentele notate mai sus sunt necesare pentru inducere de CTL
antigen specifice, s-au imunizat soareci cu ovalbumind intr-o formulare microfluidizatd in diverse
combinatii de 2 din cele 3 componente prezente in AF de mai sus. Combinatiile din 2 componente
folosite au fost dupd cum urmeazid: Squala/TWEEN in PBS, Squalan/Pluronic in PBS sau
Pluronic/TWEEN in PBS. Alt set de grupuri a inclus soareci imunizati cu ova formulata intr-un sistem
de un component adicd, numai Squalan in PBS, Plunonic in PBS sau TWEEN 1in PBS. Formularea
antigenicd din cele trei componente de mai sus a fost modificatd pentru a exclude la un moment un
component, punand in locul acestuia PBS.

Formularile antigenice de mai sus au constat din 0,300 g TWEEN 80 (Aldrich, WI), 1, 875 g
Pluronic 1.121 (BASE, NJ) 51 7,5 g Squalan (Aldrich, WI) aduse la 50 ml cu PBS.

Formularile din doud componente au fost:

Squalan/TWEEN: 0,300 g TWEEN 80 si 7,5 g Squalan adus la 50 ml cu PBS.

Pluronic/TWEEN: 1, 875 g Pluronic L121 si 0,300 g TWEEN 80 adus la 50 ml cu PBS.

Pluronic/Squalan: 1,875 g Pluronic 1121 §i 7,5 g Squalan adus la 50 ml cu PBS.

Probele au fost tratate apoi printr-un microfluidizor, model 110T, Microfluidics corp si inchise in
sticle si depozitate 1a 4°C pani la folosire.

S-a cantdrit ovalbumina (Sigma, MO) si s-a adus la o solutie 0,3 mg/ml in HBSS (Wittaker, supra).
Solutia de 0,3 mg/ml s-a combinat cu formularea din doud componente in urmétoarele cantitati: 5 parti
solutie 0,3 mg/ml ovalbumind, 3,3 parti de formulare din 2 componente si 1,7 parti HBSS.

Formularea s-a agitat si s-a pastrat pe gheatd pand la injectare. Toate solutiile s-au combinat chiar
inainte de injectare.

Fiecare soarece a primit 200 pl dintr-o formulare care contine 30 ul de ova prin injectare in ambele
télpi din spate si solutia restantd s-a injectat subcutanat la baza cozii. Soarecii s-au lisat in repaus timp
de 2-4 sdptimani pand de prelevarea splinei.

Peste doud sdptdméni dupd imuniziri s-au preparat celulele splenice si s-au stimulat in vitro cu
EG7-ova iradiati. Dupd 5 zile de cultivare prezenta CTL specific ova s-a masurat prin testare fatd de
SICr-EGT- ova sau *'Cr-EL4 printr-un test de eliberare de ey timp de 4 ore. Datele prezentate in fig.
8-10 demonstreazd ci ovalbumina formulatd in sistemul din 2 componente microfluidizate poate initia
in vivo CTL specific ova.

in continuare am evaluat contributia componentelor individuale in functie de capacitatea lor de a
induce CTL la combinare cu antigeni proteinici. In scop de imunizare antigenul solubil s-a amestecat cu
excipienti microfluidizati pentru a obtine o emulsie omogena stabild cu dimensiunea particulelor de
250-300 nm. Pentru a defini suplimentar componentele formulirii squalan-Tween 80-pluronic (STP)
responsabild de inducerea CTL am imunizat goareci cu ova in amestec de squalan-Tween 80 (ST),
amestec de pluronic-Tween 80 (PT), sau amestec de squalan-pluronic (SP) si drept martor, in squalan
(S), Tween 80 (T) sau pluronic (9). De asemenea goarecii au fost imunizati cu ova-SAFm (care contine
70 ng de MDP) sau ova-alum ca adjuvanti-martori. Pentru un control pozitiv soarecii au fost imunizati
cu celule splenice incdrcate citoplasmatic cu ova solubild. S-au folosit, de asemenea, alte combinatii si
substitutii, rezultatele fiind prezentate in tabelul 1.

Pentru detectarea studiilor de initiere a CTL, soarecii au fost imunizati o singurd data. Peste doud
saptamani dupd imunizare celulele splenice s-au amestecat cu EG7-ova iradiatd (celule EL4 care
exprimi ova) timp de 5 zile si s-au testat fati de >'Cr-EG7-ova sau celulele *'Cr-EL4. Rezultatele (fig.
11) demonstreazd cd 30 ug de ova in combinatic cu STP sau ST initiazd la soareci raspuns CTL
restrictionat clasa I. Initierea CTL specifice ova prin ova in STP sau prin ova in ST se pare a fi mai
bund decit cea indusd prin celulele splenice incarcate citoplasmatic cu ova solubild. Ova in PT sau SP
a putut si inducd raspunsuri CTL specifice ova la soareci, dar inconsistente si slabe. Spre deosebire de
SAFm, addugarea de MDP la formularea ST nu a compromis inducerea de CTL specific ova la soareci
(tabelul 2). Nu s-a intalnit inducerea de CTL specificd ova nici cand soarecii s-au imunizat cu ova
amestecatd cu componente individuale S, P sau T, nici c4nd soarecii s-au imunizat cu ova-SAFm sau
ova-alum. Soarecii imunizati cu mai mult de 1 mg ova in (a) HBSS, in (b) SAFm sau (c) adsorbitd la
alum nu initiazd CTL specific ova.

Tabelul 2
Inducerea raspunsului CTL specific ova neblocat prin ST+MDP

Citotoxicitate: la soareci imunizati cu *
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Stimulare | Tintd ** ET Ova-ST | Ova-ST | Ova-ST-MDP 300 ug Ova-ST-MDP
[soarece 72 ug /soarece
EG7-ova EG7- 100:1 0 100 82 76
ova
33:1 0 86 67 62
11:1 0 33 39 25
3:1 0 6 13 3
1:1 0 0 0 0
3:1 0 0 0 0

* 30 ug ova in diverse formuldri
** 0% citotoxicitatii s-a calculat prin scaderea procentului de omorare fatd de celulele care nu exprima
antigenul

Exemplul 7. Componente necesare pentru producerea anticorpului specific ova

S-au imunizat soareci de trei ori la intervale de 2 saptdmani cu 30 pg de ova in HBSS, STP, ST,
PT sau SP. Drept control pozitiv soarecii s-au imunizat de asemenea cu ova-SAFm, deoarece SAFm
este cunoscut c¢d induce un rdspuns de anticorpi puternic. Peste sapte zile dupd a doua si a treia
imunizare s-a prelevat sange de la soareci si serurile s-au testat la raspunsul de anticorpi specific ova.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3. Ele demonstreaza ca soarecii imunizati cu ova in STP, ST sau
SAFm prezintd raspunsuri anti-ova dupd 2 imunizari.

Tabelul 3
Inducerea raspunsului de anticorpi anti-ova
Formulare 30 pg ova/animal | # soareci care raspund/ 1/dilutie a titrului serului
# soareci injectati
HBSS 0/3 <1/20, <1/120, <1/20
STP 3/3 <1/4860, >1/4860, <1/4860
ST 3/3 >1/4860, >1/4860, >1/4860
PT NA* NA, NA, NA
SP NA NA, NA, NA
SAF-M 3/3 1/4860, 1/4860, 1/4860

*NA - neaccesibil

Exemplul 8. Inducerea CTL specifice gp120 HIV

S-a folosit gp120 IIIB HIV in calitate de sistem antigenic secundar pentru inducerea CTL in STP,
ST sau MP-T. Soarecii s-au imunizat cu 1 mg de gp120 IIIb in HBSS, STP, PT sau in ST. Ca martori
s-au imunizat soareci cu 1 mg gpl20IIlb in SAFm sau CFA (adjuvant Freund complet), sau cu un
sistem de adjuvant RIBI care contine MPL (lipida A monofosforil) si TDM (dimicolit de trehaloza).
Peste trei sdptdmani dupd imunizare s-au preparat celule splenice §i s-au stimulat in vitro cu
mitomicind tratatd cu celule 15-12 transfectate sau cu peptida 18IIIb. Peste cinci zile de cultivare
celulele efectoare rezultante s-au testat fata de vaccinia: gpl60IIIb sau celulele materne P815 infectate
cu vaccinia in calitate de tinte. Rezultatele demonstreaza ¢ formularea gp120-Squalan-TWEEN 80 si
nu formularea gp120-Squalan-TWEEN 80 pluronic sau gp120-HBSS a indus raspunsul CTL specific la
soareci (tabelul 4).

Tabelul 4
Inducerea raspunsului CTL specific gp120 la soareci
Citotoxicitate (%) la soareci imunizati cu *
Stimulator Tintd ** ET gpl120-HBSS gpl20-ST gp120-STP
18IIIb/IL2 vac:120 100:1 23 42 NA##*
33:1 23 38 NA
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11:1 0 0 NA
3:1 0 35 NA
18IIIL/IL2 15-20 100:1 0 50 0
33:1 0 35 0
11:3 0 27 0
3:1 0 18 0
181IIb/IIb 3T3+18IIIb 100:1 0 59 13
33:1 0 59 2
11:1 0 57 0
3:1 0 29 0
15-12 vac:gpl120 100:1 35 84 NA
33:1 19 65 NA
11:1 12 37 NA
3:1 0 22 NA
1:1 0 0 NA

* 1 mg de gpl20III in diverse formulari

*% 0% citotoxicitdtii s-a calculat prin scdderea procentului de omorare fatd de linii de celule care nu
exprimd antigen

***NA - neaccesibil

Exemplul 9. Inducerea rispunsului umoral specific gp120 la soareci

Pentru inducerea raspunsurilor umorale specifice gpl20, s-au imunizat soareci cu 1 mg de
gpl20IIIb de trei ori la intervale de 2 sdptiméni. De la animale s-a prelevat snge si s-a testat la
prezenta anticorpilor IgG care detecteazi gpl120IlIb prin testul ELISA in fazd solidi. Rezultatele
demonstreaza cd gp120-ST este un imunogen mai bun decat gp120-HBSS, gpl20SAFm sau gpl20-
STP (tabelul 5).

Tabelul 5
Inducerea raspunsurilor de anticorpi anti-gp120
Formulare de 1 mg gp120/animal # soareci care raspund/ 1/dilutie a titrului serului
# soareci injectati
HBSS 0/3 <1720, <1/20, <1/20
STP 1/3 <1/120, >1/4860, <1/20
ST 3/3 >1/4860, >1/4860, >1/4860
PT 3/3 >1/4860, >1/4860, >1/4860
SP 2/3 <1/20, <1/540, <1/540
SAF-M 2/3 1/180, >1/4860, 1/540

Exemplul 10. Réaspunsuri de anticorpi specifice gp120 la maimute

S-au imunizat maimute (2 per grup) cu gpl20-SAFm, gp120-SPT, gp120-ST sau gp120-HBSS.
Ca martor s-a imunizat un grup de maimute cu vaccinia recombinantd care contine gpl60 IIIb.
Maimutele s-au imunizat la intervale de 2 sdptimani si 1i s-a prelevat sange la 2 siptdmani si 3
sdptdmani dupd a doua imunizare. Serurile pre- si imune de la fiecare maimuta s-au diluat serial si s-au
cercetat la activitate anti-gp120 prin ELISA, asa cum este descris in materiale i metode. Datele (fig.
12) aratd cd maimutele imunizate cu gp120-STP sau gp120-SAFm au indus raspunsuri similare la ele.
O maimutd imunizatd cu gp120-ST a indus raspuns anti-gp120 similar grupului imunizat cu gp120-
SAFm sau gp120-SPT. O maimutd imunizatd cu gp120-SPT nu a indus rdspuns puternic anti-gp120
dupa 2 imunizari.
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Exemplul 11. Activitatea in vivo a AF in combinatie cu HPV 16 E7

1. Generarea proteinei HPV 16 E7 recombinante pentru imunizare

a) PCR si clonarea genei E7

Gena HPV 16 E7 s-a clonat de la un plasmid obtinut de la Dr. Karen Voudsen (Ludwig Institute)
codificand gena E7 derivatd din linia de celule de carcinom CaSKi. Regiunile codificatoare s-au
amplificat prin PCR folosind initiatori care codificd capetele 5' si 3' ale genelor flancate prin site-urile
de clonare Bam HI si Sal I. Produsul PCR T7 s-a inserat in vectorul de expresie pGEX-4T-1
(Pharmacia Biotech), rezultand plasmidul de expresie pGEX.E7. S-a transfectat E.coli tulpina XL1-
blue (stratagend) cu plasmidul de expresie pGEX.E7. Secventa lui E7 s-a obtinut din plasmidele din
coloniile rezultate si a fost identica secventei E7 obtinute din celule CaSKi.

b) Producerea si purificarea E7 exprimata bacterian

Plasmidul de expresie bacterian pGEX.E7 codificd o proteind de fuziune glutation-S-transferaza
(GST), care constd din GST la amino-terminali, un site de clivaj a proteazei trombinice si proteina E7
la carboxi-terminali. Proteina E7 s-a produs si s-a purificat conform descrierii in literatura de
informare de la producdtorul vectorului pGEX-4T-1 (Pharmacia Biotech). Pe scurt, bacteriile care
contin plasmidul de expresie pGEX.E7 s-au indus pentru a exprima proteina de fuziune prin addugare
de izopropil b-D-tiogalactozidazd la mediul de culturd. Celulele s-au recoltat §i s-au lizat prin
sonificare blandd. Lizatul s-a aplicat la glutation sefarozd 4B (Pharmacia Biotech). Dupd legarea
proteinei de fuziune la matrice, risina s-a spdlat pentru indepdrtarea proteinelor legate nespecific.
Proteina de fuziune legatd s-a digerat cu trombind pentru eliberarea proteinei E7 din partenerul de
fuziune GST.

Preparatul de proteind E7 s-a analizat prin SDS-PAGE si concentratia proteinei E7 s-a determinat
prin analiza Bradford (BioRad). S-au obtinut 9 mg de proteind E7 solubild la 1 litru de culturd
bacteriand.

2. Generarea transfectantului X21 E7

Secventele codificatoare pentru proteina HPV16 E7 (vezi mai sus) s-au inserat in plasmidul de
expresie eucariot INPEP4, proprietatea IDEC. In acest vector expresia E7 este controlati de
elementele transcriptionale promotor/intensificator de citomegalovirus. Suplimentar, primele trei
nucleotide ale secventei de codificare E7 s-au indepartat si inlocuit cu o secventd lider de lant usor
imunoglobulinic plasat imediat in amonte si in cadru cu regiunea de codificare E7. Dupa transfectare in
linia de celule de goareci X21 s-au examinat clonurile individuale rezistente (G418 prin testele Northern
blot la producerea de mesaje E7. Fiecare clon a prezentat mesaj E7 detectabil. Apoi s-a efectuat testul
Western blot al lizatelor celulare la 2 din aceste clonuri, 4E7 si 1C7 (HOPE] si, respectiv, HOPE2) si
s-a demonstrat producerea proteinei E7.

3. Activitatea in vivo a imunizirii cu antigen solubil E7/AF

In aceste studii s-au folosit femele de soareci de fundal C3H (H2"¥, Harlan Sprague Dawley).
Animalele s-au mentinut conform “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (DHHS
Publication No. NIH 86-23, Bethesda, MD:NIH, 1985) si au primit hrana si apa ad libitum. In aceste
studii s-a folosit linia de celule transfectate E7 HOPE2 H2"*, Linia de celule tumorale s-a mentinut
prin pasaj serial in vitro.

Aceastd linie de celule s-a dovedit a mentine expresia antigenului citoplastic E7, agsa cum s-a
detectat prin analiza Western blot, care s-a repetat in pasajele in vitro. S-au initiat tumore la soarecii
C3H singeneici prin injectarea subcutanatd a 150 000 celule trecute in vitro.

Tumorele s-au masurat in 2 directii perpendiculare la intervale bisiptdmanale. Volumul tumorei
(V) s-a calculat conform formulei urmétoare:

V(mm®) = (L x W?) impdrtit la 2, unde:

L = cea mai lungd axd mdsuratd in mm;

W = axa perpendiculard (mm)

In tabelul 6 sunt prezentate date despre tumore la soareci (numarul de animale ce au tumore
fatd de numirul total al animalelor injectate). In figurile 13 si 14 sunt prezentate date despre mirimea
medie a tumorei (mm®) ale fiecdrui lot de tratament sau lot martor. Fiecare lot de tratament s-a
comparat cu un lot martor care nu a primit terapie. Terapia a inceput la 10 zile dupd inocularea
celulelor HOPE2, cand majoritatea dintre tumore au fost palpabile (aproximativ 50-75 mm’®). Terapia
s-a initiat prin imunizarea goarecilor cu proteina E7 solubild in AF sau adjuvanti de Alum (subcutanat
intr-un volum total de 0,2 ml). Imediat inainte de imunizare AF s-a amestecat timp de 60 de secunde
cu proteina E7 in solutia salind echilibratd Hanks (HBSS), astfel incét fiecare soarece a primit fie 30
mg, fie 90 mg in 0,2 ml de proteind E7. Alum (Pierce Chemical Co.) s-a amestecat cu proteina E7
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conform instructiunilor de fabricare, astfel incdt fiecare animal a primit in 0,2 ml cite 90 mg de
proteind E7 per soarece. Animalele din al doilea lot de tratament au primit a doua imunizare peste 9
zile (la 19 zile dupa inocularea celulei tumorale). Booster Immunization s-au preparat imediat inainte
de inoculare conform descrierii de mai sus.

in acest exemplu (tabelul 6: Xp # 233), la 41 zile dupi inocularea celulelor tumorale numai 4/8 si
5/8 de soareci care au primit o singurd injectie de E7 solubila in AF (30 mg sau, respectiv, 90 mg) au
avut tumore misurabile. In contrast, toti soarecii imunizati cu proteind E7 in Alum (8/8) au avut
tumore in crestere activd. Suplimentar, dupd cum este prezentat in figura 13, s-a observat inhibarea
semnificativd a cresterii tumorei numai in loturile de tratament imunizate cu proteind E7 in AF
comparativ cu loturile martor (netratati) sau cele de tratament cu Alum. Inhibarea cresterii tumorei
(fig. 13) sau rate crescute de regresie a tumorei (tabelul 6) nu s-au observat la soarecii care au primit o
singurd injectie de E7 in Alum.

Rezultate similare s-au observat de asemenea la loturile de tratament care au primit 2 imunizari la
zilele 10 i 19 dupd provocarea tumorei (tabelul 6 si figura 16), desi s-a observat careva intarziere a
cresterii tumorii la soarecii care au primit 2 injectii de E7 in Alum.

Rezultatele demonstreaza ca activitate antitumorald seminificativd, dupd cum s-a mésurat printr-o
descrestere a numarului de tumore pe care le au soarecii §i inhibarea cresterii tumorei, s-a observat
dup3 imunizare cu E7 solubili in AF. In contrast, toate animalele imunizate fie cu o injectie unici, fie
cu o injectie dubla de proteind E7 solubild in Alum, au avut tumore in crestere. Ca rezumat, imunizarea
cu proteind E7 solubild in AF a avut ca rezultat o inhibare semnificativd a cresterii celulei tumorale
care nu s-a observat folosind imunizarea cu E7 solubild in Alum.

Tabelul 6
Activitatea antitumorald a imunizarii cu E7 solubila in adjuvant
Exp. # Tratament Doza (mg/soarece) Animale? cu tumord la ziua 41

223 Martor - 7/8
223 E7in AF 30 mg x 1° 4/8
223 E7 in AF 90 mg x 1 5/8
223 E7 in Alum 90 mgx 1 8/8
223 E7in AF 30 mg x 2° 3/8
223 E7in AF 90 mg x 2 1/4
223 E7in Alum 90 mg x 2 8/8

? - numirul de soareci purtdtori de tumore/numdr total inoculati
®_ toate imunizirile au inceput la ziua 10 dupi implantare
¢ - a doua imunizare (x 2) la ziua 19 dupd implantare.

(57) Revendicari:

1. Compozitie pentru inducerea unui rdspuns citotoxic T-limfocitar, ce contine un antigen
amestecat cu o formulare antigenicd microfluidizatd cuprinzand:

a) un detergent stabilizator,

b) un agent de formare a micelelor, si

¢) un ulei biodegradabil si biocompatibil,

numita formulare antigenica fiind formulatd ca o emulsie stabild ulei-in-apa si fiind lipsitd de
peptide imunostimulatoare.

2. Compozitie, conform revendicdrii 1, caracterizatd prin aceea cid antigenul este ales din
urmatorii antigeni sau din portiunile lor antigenice: antigeni ai HIV: gp160, gag, pol, Nef, Tat si Rev;
antigeni ai malariei: proteina CS si proteina 2 de suprafatd a sporozoitului; antigeni de suprafatd ai
hepatitei B: Pre-S1, Pre-S2, HBcAg si HbeAg; antigeni ai gripei: HA, NP si NA; antigeni de suprafata
ai hepatitei A; antigeni ai virusului Herpes: gp340 al EBV, gp85 al EBV, gB al HSV, gD al HSV, gH
al HSV, produsul proteinic precoce al HSV, gB al citomegalovirusului, gH al citomegalovirusului si
proteina IE gp72; antigeni ai virusului sincitial respirator: proteina F, proteina G si proteina N; si
antigeni tumorali: ACE al carcinomului, mucina asociatid carcinomului, P21 al carcinomului, P53 al
carcinomului, MPG al melanomului, p97 al melanomului, produsul oncogenului Neu al carcinomului,
produsul genei P53 al carcinomului, antigen al virusului papilomului uman, antigen specific prostatei
(PSA) si proteina p21 ras mutata.
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3. Compozitie pentru inducerea unui rdspuns citotoxic T-limfocitar, ce contine un antigen
amestecat cu o formulare antigenicd microfluidizatd cuprinzand doud din urmétoarele componente:

a) un detergent stabilizator,

b) un agent de formare a micelelor, si

¢) un ulei biodegradabil si biocompatibil,

numita formulare antigenica fiind formulatd ca o emulsie stabila ulei-in-apa si fiind lipsitd de
peptide imunostimulatoare.

4. Compozitie, conform revendicdrii 3, caracterizatd prin aceea cd antigenul este ales din
urmatorii antigeni sau din portiunile lor antigenice: antigeni ai HIV: gp160, gag, pol, Nef, Tat si Rev;
antigeni ai malariei: proteina CS si proteina 2 de suprafatd a sporozoitului; antigeni de suprafatd ai
hepatitei B: Pre-S1, Pre-S2, HBcAg si HbeAg; antigeni ai gripei: HA, NP si NA; antigeni de suprafata
ai hepatitei A; antigeni ai virusului herpes: gp340 al EBV, gp85 al EBV, gB al HSV, gD al HSV, gH
al HSV, produsul proteinic precoce al HSV, gB al citomegalovirusului, gH al citomegalovirusului si
proteina IE gp72; antigeni ai virusului sincitial respirator: proteina F, proteina G si proteina N; si
antigeni tumorali: ACE al carcinomului, mucina asociatd carcinomului, P21 al carcinomului, P53 al
carcinomului, MPG al melanomului, p97 al melanomului, produsul oncogenului Neu al carcinomului,
produsul genei P53 al carcinomului si proteina p21 ras mutata.

5. Comporzitie, conform revendicarii 3, caracterizatd prin aceea ¢ numita formulare antigenica
constd in esentd din detergent si agent de formare a micelelor.

6. Comporzitie, conform revendicarii 3, caracterizati prin aceea ci numita formulare antigenica
consta in esentd din detergent si ulei.

7. Compozitie, conform revendicdrii 3, earacterizati prin aceea ¢ numita formulare antigenicd
constd in esentd din ulei si agent de formare a micelelor.

8. Comporzitie pentru inducerea unui raspuns citotoxic T-limfocitar, ce contine un antigen
amestecat cu o formulare antigenica microfluidizata cuprinzand:

a) un detergent stabilizator,

b) un agent de formare a micelelor, si

¢) un ulei biodegradabil si biocompatibil,

numita formulare antigenicd fiind formulatd ca o emulsie stabild ulei-in-apa si fiind substantial
lipsita de peptide imunostimulatoare.

9. Compozitie, conform revendicarii 8, caracterizatd prin aceea ci antigenul este ales din
urmdtorii antigeni sau din portiunile lor antigenice: antigeni ai HIV: gp160, gag, pol, Nef, Tat si Rev;
antigeni ai malariei: proteina CS si proteina 2 de suprafatd a sporozoitului; antigeni de suprafatd ai
hepatitei B: Pre-S1, Pre-S2, HBcAg si HbeAg; antigeni ai gripei: HA, NP si NA; antigeni de suprafata
ai hepatitei A; antigeni ai virusului Herpes: gp340 al EBV, gp85 al EBV, gB al HSV, gD al HSV, gH
al HSV, produsul proteinic precoce al HSV, gB al citomegalovirusului, gH al citomegalovirusului si
proteina IE gp72; antigeni ai virusului sincitial respirator: proteina F, proteina G si proteina N; si
antigeni tumorali: ACE al carcinomului, mucina asociatd carcinomului, P21 al carcinomului, P53 al
carcinomului, MPG al melanomului, p97 al melanomului, produsul oncogenului Neu al carcinomului,
produsul genei P53 al carcinomului si proteina p21 ras mutata.

10. Compozitie, conform revendicdrilor 1,8, caracterizati prin aceea ci formularea antigenica
consta esential din detergent, agent de formare a micelelor si ulei.

11. Compozitie, conform revendicdrilor 1-10, ecaracterizati prin aceea ¢ detergentul de
stabilizare este selectat din grupul constituit din polisorbat 80, Tween 20, Tween 40, Tween 60,
Zwittergent 3-12, Teepol HB7 si Span 85.

12. Compozitie, conform revendicarilor 1-10, caracterizatd prin aceea cd cantitatea de
detergent este cuprinsd in limitele de 0,05...0,5%.

13. Compozitie, conform revendicarii 12, caracterizatd prin aceea ci cantitatea de detergent
este de circa 0,2%.

14. Compozitie, conform revendicdrilor 1-10, earacterizati prin aceea ci agentul de formare a
micelelor are o balantd hidrofil-lipofild cuprinsd in limitele dintre 0...2.

15. Compozitie. conform revendicdrilor 1-10, caracterizatd prin aceea cd agentul de formare a
micelelor este selectat din grupul constituit din poloxamer 401, Pluronic L62LF, Pluronic 1.101,
Pluronic .64, PEG1000, Tetronic 1501, Tetronic 150R 1, Tetronic 701, Tetronic 901, Tetronic 1301 si
Tetronic 130R1.

16. Compozitie, conform revendicdrilor 1-10, caracterizati prin aceea ci cantitatea agentului
de formare a micelelor este cuprinsa in limitele de 0,5...10%.
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17. Comporzitie, conform revendicarii 16, caracterizatd prin aceea ¢i cantitatea agentului de
formare a micelelor este cuprinsd in limitele de 1,25...5%.

18. Compozitie, conform revendicdrilor 1-10, caracterizati prin aceea cid uleiul are o
temperaturi de topire mai mici de 60°C.

19. Compozitie, conform revendicarii 1 sau 3, caracterizatd prin aceea ci uleiul este selectat
din grupul constituit din squalen, eicosan, tetratetracontan, pristan, glicerol si uleiuri vegetale.

20. Compozitie, conform revendicarii 8, earacterizatd prin aceea ci uleiul este selectat din
grupul constituit din squalen, squalan, eicosan, tetratetracontan, pristan, glicerol si uleiuri vegetale.

21. Compozitie, conform revendicdrilor 1-10, caracterizatd prin aceea ci cantitatea de ulei este
cuprinsd in limitele de 1...10%.

22. Comporzitie, conform revendicdrii 21, caracterizatd prin aceea ci cantitatea de ulei este
cuprinsd in limitele de 2,5...5%.

23. Compozitie, conform revendicdrii 8, caracterizati prin aceea ci contine mai putin de 20 pg
de muramil dipeptida la o doza unica.

24. Compozitie, conform revendicdrii 1, 3 sau 8, caracterizati prin aceea c¢i nu contine
muramil dipeptida.

25. Compozitie, conform revendicdrilor 1-10, caracterizati prin aceea cd detergentul este
polisorbat 80 si agentul de formare a micelelor este poloxamer 401.

26. Compozitie, conform revendicdrii 25, caracterizati prin aceea ci uleiul este squalan.

27. Compozitie, conform revendicdrii 1 sau 3, caracterizati prin aceea c¢i detergentul este
selectat din grupul constituit din Tween 20, Tween 40 si Tween 80, uleiul este selectat din grupul
constituit din squalan, eicosan, ulei de mésline i pristan si agentul de formare a micelelor este selectat
din grupul constituit din Pluronic L62LF si poloxamer 401.

28. Compozitie, conform revendicdrii 8, caracterizatid prin aceea cid detergentul este selectat
din grupul constituit din Tween 20, Tween 40 si Tween 80, uleiul este selectat din grupul constituit din
squalan, eicosan si pristan si agentul de formare a micelelor este selectat din grupul constituit din
Pluronic L62LF si poloxamer 401.

29. Compozitie, conform revendicdrilor precedente, caracterizati prin aceea c¢d mirimea
particulelor din amestec este de 250...300 nm.

30. Metodd de inducere a unui raspuns citotoxic T-limfocitar la un animal sau om, care cuprinde
administrarea unui agent antigenic, caracterizatd prin aceea c¢i in calitate de agent antigenic se
administreazd o compozitie conform uneia din revendicdrile 1, 3 intr-o cantitate suficienti pentru a
induce un raspuns citotoxic T-limfocitar specific antigenului continut in numita compozitie.

31. Metoda, conform revendicarii 30, caracterizata prin aceea cia compozitia se administreaza
in esentd o singurd dati.

32.  Metodd, conform revendicdrii 30, caracterizatd prin aceea c¢i omul sau animalul este
infectat cu un virus sau sufera de unul sau mai multe simptome de infectare cu numitul virus.

33. Metodd, conform revendicarii 30, caracterizati prin aceea ci formularea antigenici este
netoxicd pentru numitul om sau animal.

34. Metodd de tratament al unei afectiuni prin inducerea unui rdspuns citotoxic T-limfocitar
administrand un agent antigenic, caracterizatd prin aceea e¢id in calitate de agent antigenic se
administreaza o compozitie conform uneia din revendicarile 1, 3 intr-o cantitate suficientd pentru a
induce un raspuns citotoxic T-limfocitar specific antigenului continut in numita compozitie.

35. Metoda, conform revendicarii 34, caracterizata prin aceea ci afectiunea reprezintd infectie
HIV.

36. Metoda, conform revendicdrii 35, caracterizati prin aceea ci antigenul asociat HIV este
selectat din gp160, gag, pol, Nef, Tat si Rev.

37. Metodd, conform revendicdrii 34, caracterizatd prin aceea ci afectiunea reprezintd
malaria.

38. Metoda, conform revendicarii 37, caracterizati prin aceea ¢ii antigenul asociat malariei este
selectat din proteina CS si proteina 2 de suprafatd a sporozoitului.

39. Metodd, conform revendicarii 34, caracterizati prin aceea ci afectiunea reprezintd — gripa.

40. Metoda, conform revendicdrii 39, caracterizati prin aceea cd antigenul asociat gripei este
selectat din HA, NP si NA.

41. Metodd, conform revendicdrii 34, caracterizatd prin aceea cid afectiunea reprezintd
hepatita.
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42. Metoda, conform revendicarii 41, caracterizatd prin aceea cd antigenul asociat hepatitei
este selectat din antigenul de suprafatd ai hepatitei A, Pre-S1, Pre-S2, HBcAg si HBeAg.

43. Metoda, conform revendicdrii 34, caracterizati prin aceea ca afectiunca reprezintd
infectare cu virusul herpes.

44. Metoda, conform revendicdrii 43, caracterizati prin aceea cid antigenul asociat virusului
herpes este selectat din gp340 al EBV, gp85 al EBV, gB al HSV, gD al HSV, gH al HSV, produsul
proteinic precoce al HSV, gB al citomegalovirusului, gH al citomegalovirusului si proteina IE gp72.

45. Metoda, conform revendicdrii 34, caracterizati prin aceea cd afectiunca reprezintd
infectare cu virusul sincitial respirator.

46. Metoda, conform revendicarii 45, caracterizati prin aceea c¢d antigenul asociat virusului
sincitial respirator este selectat din proteina F, proteina G si proteina N.

47. Metoda, conform revendicarii 34, caracterizatii prin aceea ci afectiunea reprezintd o stare
canceroasa.

48. Metoda, conform revendicarii 47, caracterizati prin aceea ca antigenul asociat cancerului
este selectat din ACE al carcinomului, mucina asociatd carcinomului, P21 al carcinomului, P53 al
carcinomului, MPG al melanomului, p97 al melanomului, produsul oncogenului Neu al carcinomului,
produsul genei PS3 al carcinomului si proteina p21 ras mutata.

49. Metoda, conform revendicdrii 34, caracterizati prin aceea cii se administreazd compozitia
definitd in revendicdrea 1, care contine antigen al virusului papilomului uman selectat din grupul
constand din antigenul E6 al HPV 16, antigenul E7 al HPV 16, antigenul E6 al HPV 18, antigenul E7 al
HPV18, antigenul E4 al HPV6, antigenul L1 al HPV6, antigenul E4 al HPV11 si antigenul L1 al
HPVII.

50. Metoda, conform revendicdrii 49, caracterizati prin aceea ci afectiunea reprezintd cancer
cervical.

51. Metodd, conform revendicdrii 49, caracterizati prin aceea cd afectiunca reprezintd
condilome acuminate.

52. Metoda, conform revendicdrii 34, caracterizati prin aceea cil se administreazd compozitia
definitd in revendicarea 1, care contine antigen specific prostatei (PSA).

53. Metoda, conform revendicarii 52, caracterizata prin aceea ca afectiunea reprezinta cancerul
de prostata.
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