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Uso de particulas que contengan Ilipidos que comprenden saponinas quillaja para el
tratamiento del cancer

Descripcion

[0001] La presente invencidn se refiere al uso de unas particulas que contienen lipido que comprende al menos un
lipido y al menos una saponina, tales como liposomas, iscom y/o matriz de iscom y posintros para la preparacion de
un producto farmacéutico para el tratamiento del cancer. Las particulas son también sistemas de suministro para
uno o varios compuestos para el tratamiento del cancer con mecanismos complementarios.

[0002] Se refiere también a un método para el tratamiento del cancer en el que una particula de lipido que contiene
gue comprende al menos en lipidos y al menos una saponina se administra a un individuo en necesidad de
tratamiento del cancer.

[0003] Ademas, las invenciones se refieren a un kit de partes que comprende al menos dos partes, en el que una
parte comprende particulas que contienen lipido que comprenden al menos una fraccion de saponina, que es
hidréfobo que tiene un efecto letal sobre las células cancerosas; y la otra parte comprende particulas que contienen
lipidos que tienen al menos una fraccion de saponina que es comparativamente hidréfila, estimulando y modulando
la respuesta inmune tal como la produccién de anticuerpos y la inmunidad mediada por células.

[0004] La presente invencion se refiere al descubrimiento de que componentes de Quillaja seleccionados en las
formulaciones de particulas matan e inhiben el crecimiento de las células tumorales (en lo sucesivo llamadas KGI).
Se prefieren las formulaciones particuladas porque son altamente biodisponibles. Pueden formularse con moléculas
de orientacién y pueden formularse para que sean bien aceptadas por el hombre o el animal sin efectos secundarios
causados por el efecto litico de las formas libres.

La técnica anterior.

[0005] Las particulas que comprenden lipidos tales como liposomas y iscoms se han descrito como portadores de
antigenos y adyuvantes.

[0006] Las propiedades inmunes estimuladores de saponinas de Quillaja se conocen desde hace mucho tiempo
(Ramon 1926) y de saponinas de Quillaja se han utilizado en forma libre, a veces en combinacién con Al(OH)s en las
vacunas comerciales desde 1950:s (Dalsgaard 1978), Ma et al. (Ma, Bulger et al., 1994), (Espinet 1951). Un uso
sustancialmente mas eficiente de las saponinas de Quillaja en comparacion con las formas libres convencionales se
describi por Morein et al. (Morein, Sundquist et al., 1984)- la tecnologia ISCOM (EP 0 109 942 B1, EP 0 242 380 B1
y EP 0 180 564 B1) y algunos afios mas tarde la tecnologia de matriz ISCOM (Lovgren y Morein 1988) EP 0436 620
B1). Utilizando la tecnologia iscom, los antigenos vacunales se incorporan en un complejo de 40 nm que consiste en
saponinas de Quillaja, colesterol y fosfolipidos.

[0007] Se conoce a través de US 2005/017623A1 que saponinas de Quillaja presentan actividad anticancerosa. Sin
embargo, las saponinas en forma bruta o fraccionada como tales tienen efectos secundarios generales debido a los
efectos hidréfobiciticos que causan atrapamiento parcial en el sitio de administracién. Por lo tanto, las formas libres
de saponinas no son realistas en el tratamiento del cancer. En consecuencia, las saponinas como tales no se han
convertido en farmacos contra el cancer Utiles.

[0008] Ademas, la tecnologia de iscom se ha desarrollado en una vacuna contra el cancer que comprende
antigenos del cancer integrados en el complejo de iscom. Sin embargo, mientras que los antigenos en estas
vacunas provocan respuestas de anticuerpos (y mediadas por células), el complejo iscom como tal se degrada y no
estara presente si el individuo se ve afectado con células cancerosas en el futuro.

[0009] Ahora se ha puesto de manifiesto que los lipidos que contienen particulas que comprende al menos un lipido
y al menos una saponina y tales iscoms y matrices de iscom se pueden usar para la preparacion de un producto
farmacéutico para el tratamiento del cancer.

[0010] Las células cancerosas son de 30 a 40 veces mas sensibles que las células normales al lipido y saponina
que comprenden particulas segun la invencion. Las particulas que contienen lipidos y saponinas inducen apoptosis
gue mata las células cancerosas.

[0011] El efecto letal se debe a un prominente inductor de la apoptosis. Alta concentracion induce la apoptosis mas
temprana. Después del tratamiento con las particulas que contienen lipidos de acuerdo con la invencién, las células
no permanecen en el ciclo celular, es decir, no pasan a un segundo ciclo. Por lo tanto, la muerte de las células
cancerosas es irreversible. La fase de produccién se ilustra por el hecho de que la produccion de IL-8 sigue por
apoptosis.
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[0012] Después de un cultivo prolongado de células cancerosas, las células no vuelven a reproducirse después del
tratamiento, mas significativamente, incluso después de la exposicién a una dosis fisiol6gica baja interrumpida.

[0013] La muerte de células cancerosas ha sido analizada por varios métodos, incluyendo tincion con azul tripan,
inhibicion metabdlica enzimatica por el método de azul alamar, por cambios necréticos visualizados por tincién con
yoduro de propidio y por apoptosis a través de tincion de anexina V como se describe en Materiales y Métodos.

[0014] Caroline Skene y P. Sultone, " Saponin adjuvanted vaccines for clinical use" Methods: A companion to
methods in enzymology, Academic press Inc., Nueva York, NY, Estados Unidos, vol. 1, n° 1, 1 de septiembre de
2006 (2006-09-01), paginas 53-59 es un articulo de revision. La revision revela formulaciones adyuvantes basadas
en productos de saponina y esta limitada al aspecto de adyuvante en relacion con antigenos vacunales
coadministrados y ningun tratamiento de cancer se revela en el articulo.

Resumen de la invencion.

[0015] La presente invencion se refiere al uso de un particulas que contienen lipido que comprende al menos un
lipido y al menos una saponina, tales como liposomas, iscom y/o matriz de iscom y posintros para la preparacion de
un producto farmacéutico para el tratamiento del cancer.

[0016] Se refiere también a un método para el tratamiento del cancer en el que un lipido que contiene una particula
que comprende al menos un lipido y al menos una saponina se administra a un individuo en necesidad de
tratamiento del cancer.

[0017] Ademas, la invencion se refiere a un kit de partes que comprende al menos dos partes, en las que una parte
comprende particulas que contienen lipido que comprenden al menos una fraccién de saponina, que es hidréfobo
gue tiene un efecto letal sobre las células cancerosas; y la otra parte comprende particulas que contienen lipidos
gue tienen al menos una fracciéon de saponina que es hidrdfila, estimula y modula la respuesta inmune tal como la
produccién de anticuerpos y la inmunidad mediada por células.

[0018] La presente invencidn se refiere al descubrimiento de que selecciona saponinas tales como componentes de
Quillaja en lipidos en particulas que contienen formulaciones que poseen efectos de inhibicién de eliminacion y
crecimiento sobre las células tumorales (en lo sucesivo denominados KGI y BBE). La saponina o fracciones de
saponina se seleccionan por su capacidad para matar o inhibir el crecimiento de células tumorales. La formulacion
de particulas se selecciona debido a su alta biodisponibilidad y que las particulas pueden formularse para que sean
bien aceptadas sin efectos secundarios por los individuos, por ejemplo, el hombre o el animal, en comparacién con
formas libres de saponinas brutas o formas libres de saponinas.

[0019] Otras saponinas o fracciones de saponina (incluyendo QHA de fraccién de Quillaja Saponaria Molina) pueden
seleccionarse, ya que pueden o no exhibir tal efecto KGI, pero que exhiben efectos neutralizantes, de bloqueo y de
equilibrio potentes sobre el KGI. Estas fracciones pueden también en forma de particulas como parte de la particula
de KGI o en una particula de BBE separada matar algunas células cancerosas en sinergia con particulas o no
particulas de QHC. El efecto de bloqueo y equilibrio es, en adelante, contratado a BBE. Las particulas de KGIl y BBE
estimulan y modulan las respuestas de proteccion inmune a los antigenos tumorales liberados de las células
tratadas con las particulas de KGI y muertas, que por presentacion cruzada pueden presentar antigenos, o por el
hecho de que la BBE puede estimular directamente las células presentadoras de antigeno (APC) a efectos
antitumorales.

[0020] La invencién se describe adicionalmente mediante las siguientes figuras de las que:
Leyendas de figuras
[0021]

Fig. 1,1. La estructura triterpenoide de la saponina de Quillaja,

Fig. 1,2. El perfil de fase inversa de la saponina de Quillaja. La fraccion C es el componente principal y activo de
KGI 1y la fraccion A es el componente principal y activo de BBE.

Fig. 1,3. Imagen microscépica de electrones de KGI 1

Fig. 2.1. Las diferencias estructurales entre QHC y QHA. El efecto altamente litico de QHC para las membranas
celulares esté relacionado con la cadena de acilo grasa a la derecha del punto marcado 3. La QHA carece de la
cadena de acilo grasa haciéndola mucho mas hidréfila y consecuentemente menos litica. Tanto QHC como QHA
son naturalmente componentes de la saponina de Quillaja no fraccionada (véase el patron de separacion por
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HPLC en la Fig. 1,2).

Fig. 3.1. KGI 1 mata la célula cancerosa U937 a una concentracion baja medida por el método de AlamarBlue.
Fig. 3.2. Se requiere una dosis alta de KGI 1 para matar células dendriticas humanas normales (DC)

Fig. 4.1. BBE no es toxico para las células tumorales U937

Fig. 4.2. BBE no es toxico para las células dendriticas humanas normales (DC)

Fig. 5.1. En la relacién de 10 a 1 entre BBE y KGI 1, BBE bloquea el efecto letal por KGI 1. Se llevé a cabo esta
prueba con una concentracion fija de KGI 1 es decir, 77 pg/ml y concentraciones crecientes de BBE como se
muestra en el eje X.

Fig. 6.1. KGI 2 tiene dos componentes de saponina (QHA y QHC en varias proporciones, es decir, 9,5: 0,5; 7,5:
2,5y 7,0: 3,0) en una misma particula. La capacidad de muerte de cancer de KGI 2 en células U937 se aumenta
con la proporcion creciente de QHC.

Fig. 6.2. KGI 2, que tiene dos componentes de saponina (QHA y QHC) en una relacién de 7: 3 en una misma
particula, requiere una concentracion mas alta de la sustancia activa QHC que KGI 1 (véase Fig. 3.1 en el
ejemplo 3) para matar el Células cancerosas U937.

Fig. 6.3. KGI 2, que tiene dos componentes de saponina (QHA y QHC) en una proporcion de 7: 3 en una misma
particula, requiere una concentracion mas alta de sustancias activas QHC que KGI 1 (véase Fig. 3.2 en el
ejemplo 3) para matar DCs humanos normales que para matar las células cancerosas U937.

Fig. 6.4. Varias formulaciones KGI y BBE activan los CD inmaduros derivados de monocitos para madurar y
expresar un marcador DC CD86 que es una molécula de DC activadas que se comunican con linfocitos a la
diferenciacion y activacion para ser células efectoras.

Fig. 7.1. Las particulas de KGI 1 inhiben la replicacion de las células cancerosas U937. Las células se sembraron
en placas de microtitulo, a partir de entonces se expusieron a 2 pug/ml (M2) KGI 1 durante el periodo de cultivo
experimental de 9 dias y se conto el nimero de células viables a diario por microscopia después de la tincién con
el azul de tripano.

Fig. 7.2. Particulas de KGI 1 inhiben la replicacion de las células cancerosas U937 incluso después de la
interrupcion de la exposicion a KGI 1. Las células se cultivaron y se expusieron durante 9 dias con 2 pg/ml (M2) a
KGI 1 como se describe en la Fig. 7.1. El KGI 1 se retir6 después de 3 dias de incubaciéon. En los puntos
temporales indicados por la flecha, se sustituyé el medio de cultivo. Las células de control se cultivaron sin KGI 1.

Fig. 7.3. Células cancerosas U937 cultivadas como se describe en la Fig. 7.1., se expusieron a una dosis alta de
25 pg/ml de la forma libre de KGl, es decir, fraccion de QHC de Quill A (F) o a 25 pug/ml de KGI 1 como particulas
(M) y se tomaron muestras como se indica en la figura. Las células se tifieron con azul Tripan (véase Materiales
y Métodos). La viabilidad celular se expresa como porcentaje de las células de control viables. A esta alta dosis,
la forma libre de KGI 1 es decir la fraccion QHC de Quill A maté las células rapidamente, es decir, dentro de las 3
horas, mientras que la particula KGI 1 requirié un tiempo mas largo, es decir, 24 horas para matar una proporcion
elevada de las células cancerosas.

Fig. 7.4. Células cancerosas de U937 fueron expuestos a la dosis fisiologica bajo de 2 pg/ml de la forma libre de
KGI fraccion 1 es decir QHC de Quill A (F) o a 2 ug/ml de KGI 1 (M) como de particulas como se indica en la
figura. Las células se tifieron con azul Tripan (véase Materiales y Métodos). La viabilidad se expresa como
porcentaje de las células de control viables. A esta dosis baja, la forma libre de KGI 1 es decir la fraccion QHC de
Quill A no mat¢ las células dentro de las 60 horas del cultivo, mientras que la particula KGI 1 empezé a matar las
células cancerosas después de 24 horas.

Fig. 7.5. Dosis muy bajas de particulas KGI 1 inhiben el crecimiento de células cancerosas U937. Las células se
expusieron durante 12 dias a las dosis bajas de 0,5 pg/ml (M0,5) 0 a 2 pg/ml (M2) de KGI 1 como se indica en la
figura. El ndmero de células se contd después de la tincion por el método de azul tripan (véase Materiales y
Métodos). La baja dosis de 0,5 ug/ml de KGI redujo el nimero de células en comparaciéon con las células no
tratadas, mientras que la dosis de 2 pug/ml de Particula de KGI 1 maté a todas las células cancerosas dentro de
los 12 dias de cultivo.

Fig. 7.6. KGI 1 induce la apoptosis en células cancerosas U937. Las células fueron expuestas durante 120 horas
a KGI 1 a las concentraciones de 2 pg/ml (M2) o a 25 pg/ml (M25) en el medio de cultivo. El nimero de células
positivas de anexina V se determiné mediante FACS (véase Materiales y Métodos). La concentracién 2ug/ml
provocé un aumento de la poblacién de células apoptéticas con un nivel de pico después de 24 horas de

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 630 205 T3

exposicion. La concentracion mas alta, es decir, 25 pg/ml KGI 1 aumenté adun mas la proporcion de células
apoptéticas con niveles pico después de la exposicion durante 12 y 24 horas.

Fig. 7.7. KGI 1 no provoca un mayor nimero de células necréticas de cancer U937. Las células fueron expuestas
a KGI 1 por un periodo de 120 horas a concentraciones de 2 pg/ml (M2) hasta 50 pg/ml (M50) en el medio de
cultivo como aparece en la figura. Las células fueron cultivadas y muestreadas como se describe en la figura 7.1
tefiidas con yoduro de propidio y el nimero de células necréticas se determiné mediante FACS (véase Materiales
y Métodos). No hubo diferencias en la proporcion de células necréticas entre células tratadas con diversas dosis
de KGI 1 o células de control no expuestas a KGI 1.

Fig. 7.8. KGI 1 provoca a lo largo del tiempo que las células cancerosas U937 se tifian tanto por anexina V
(apoptosis) como por yoduro de propidio (necrosis). Las células se cultivaron como se describe en la figura 7.1 y
se expusieron durante 120 horas a KGI 1 a las concentraciones de 2 pg/ml (M2) hasta 50 pg/ml (M50) en el
medio de cultivo. Las células se muestrearon y se tifieron con yoduro de propidio y Anexina V como se indica en
la figura. Las proporciones de células afectadas fueron determinadas por FACS. Las concentraciones crecientes
indujeron un aumento de la poblacion de células tefiidas para efectos necréticos y apoptoticos.

Fig. 8.1. KGI 1 inhibe la proliferacién de la célula cancerosa U937 y las células no vuelven a la proliferacién
cuando se siguen durante un periodo de cultivo de 12 dias. Las células fueron expuestas a 0,5 pug/ml, (M0,5) y 2
pg/ml (M2) de KGI 1 en el cultivo hasta 12 dias y las muestras se recogieron como se indica en la figura. Un
punto de inflexion hacia el crecimiento celular reducido se observa después de la exposicion de las células a KGI
1 durante 1 a 3 dias. Las células viables se contaron después de tinciéon con azul Tripan.

Fig. 8.2. KGI 1 inhibe la proliferacién de la célula cancerosa U937 y las células no vuelven a la proliferacion
después de la eliminacion de KGI 1. Las células se privaron primero durante 22 horas para sincronizar las células
en el ciclo celular (véase el texto). A continuacion, las células se expusieron a 2 pg/ml de KGI 1 en el cultivo
hasta 12 dias y las muestras se recogieron y el medio se cambié cada tercer dia. Se retir6 KGI 1 de las células
en el dia 3. Las células viables se contaron después de tinciéon con azul Tripan.

Fig. 9.1. llustracion del ciclo celular. La actividad de cinasa de timidina (TK) precede a la fase S, es decir, la fase
de replicacion del ADN. El efecto inhibidor de KGI 1 sobre el crecimiento celular parece tener lugar tarde en el
ciclo de crecimiento celular al menos en dosis bajas.

Fig. 9.2. La actividad TK se midié en lisado celular diariamente después del tratamiento de 10%/ml de células
cancerosas U937 con 2 pg/ml (M2) o 25 pug/ml (M25) de KGI 1 durante 5 dias. El medio de cultivo celular no
cambi6 durante este periodo experimental que explicaba la disminucién de la actividad de las células no tratadas.
La reduccion de la actividad de TK de las células tratadas se compar6 con la de los controles no tratados durante
los 5 dias de cultivo. La reduccion de la actividad TK después de la dosis alta de 25 pg/ml de KGI 1 es
prominente después de la exposicion durante 24 horas y para la dosis baja de 2 pg/ml de KGI 1 después de dos
dias.

Fig. 9.3. La actividad TK se midié en lisado celular después del tratamiento de 10%/ml de células cancerosas
U937 con 2 pg/ml (M2) o 25 pg/ml (M25) de KGI 1 durante un periodo de 5 dias. La actividad de los TK se
expresa como porcentaje de la de las células no tratadas (véase también la Fig. 9.2).

Fig. 9.4. La actividad TK se midi6 en lisado de células al dia durante 120 horas después del tratamiento de
10%/ml de células cancerosas U937 con particulas KGI 1 en concentraciones de 2 pug/ml (M2), 10 ug/ml (M10), 25
pg/ml (M25) 50 pg/ml (M50). La reduccion de la actividad de los TK después del tratamiento con KGI 1 en
particulas se compar6 con la del KGI 1 libre, es decir, no particulado, ensayado en las mismas concentraciones
designadas con F. A bajas dosis fisiologicas, la reduccion se hizo prominente después de la exposicién de las
células durante 48 horas (M2), pero menos prominente para KGI 1 libre (F2). La reduccién de la actividad TK
después del tratamiento con la dosis alta de concentraciéon de 25 pg/ml o superior de KGI 1 es prominente
después de la exposicién durante 24 horas. Las células tratadas con las dosis altas de KGI libre, es decir 25
pg/ml y 50 pg/ml de fluido de cultivo de células no mostraron actividad TK detectable (véase también la Fig. 9.5).

Fig. 9.5. La actividad TK se midié en medio de cultivo celular diariamente después del tratamiento de 10%/ml de
células cancerosas U937 con particulas KGI 1 en concentraciones de 2 ug/ml (M2), 10 ug/ml (M10), 25 pg/ml
(M25) 50 pg/ml (M50) durante 5 dias. Actividad TK no se detectd en el medio de las células tratadas con
particulas KGI 1. Las células tratadas con el libre, es decir no en particulas KGI 1 a prueba en las
concentraciones de 25 pg/ml, y 50 pg/ml designada con F; TK liberado al fluido del cultivo (véase también la Fig.
9.4). La actividad exclusiva de TK en el medio de cultivo celular, pero no en las células, indica fugas y dafio a la
membrana celular.

Fig. 9.6. La actividad de quinasa de timidina (TK) se analizé en las células cancerosas U937 después de la

inanicion celular durante 22 horas (véase texto) para sincronizar las células en el ciclo celular. A continuacién, las
células se expusieron a 2 pg/ml de KGI 1 para 0, 2, 8, 18 y 24 horas. Los controles no tratados se muestrearon a
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0, 8 y 24 horas (véase el texto). KGI 1 (2 pg/ml es decir, M2) reduce la actividad de quinasa de timidina de las
células cancerosas U937 registradas en muestras de células tratadas durante 18 y 24 horas. Los resultados
indican que no hubo inhibicién de la actividad de TK con la dosis baja durante las primeras 8 horas, sino después
de 18 horas.

Fig. 9.7. KGI 1 (2 pg/ml) inhibe la proliferacion de la célula cancerosa U937 detectada después de 18 horas de
exposicion. Primero, las células se privaron de alimento durante 22 horas para sincronizar la célula en el ciclo
(véase el texto). El crecimiento celular reducido después de 18 horas de tratamiento coincide con la actividad
reducida de TK como se muestra en la Fig. 9.6. Las células viables se contaron después de tincion con azul
Tripan.

Fig. 9.8. La inhibicion metabdlica celular (azul Alamar) y la muerte celular (azul Tripan) se midieron después de la
inanicion celular durante 22 horas (véase texto) para sincronizar las células en el ciclo celular. A continuacién, las
células se expusieron a 2 pg/ml o 0,5 pg/ml de KGI 1 durante 24 horas. Los controles no tratados se muestrearon
a las 24 horas. KGI 1 (2 pg/ml es decir, M2) y KGl libre (2 pg/ml es decir, F2) redujo la viabilidad celular después
del tratamiento durante 24 horas. La concentracion de 0,5 pg/ml de KGI 1 o KGI 1 libre redujo la viabilidad de las
células después de un periodo de tratamiento de 24 horas. La inhibicion metabdlica era mas prominente después
del tratamiento con KGI 1 que después con la forma libre.

Fig. 10.1. KGI 1 induce la célula cancerosa U937 a una concentracién LC50 de 3 pg/ml para producir 781pg/ml
de IL-8.

Fig. 10.2. KGI 2 induce la célula cancerosa U937 a una concentracion LC50 de 19 pg/ml para producir 880pg/ml
de IL-8.

Fig. 10.3. KGI 3 induce la célula cancerosa U937 a una concentracion de 14 ug/ml para producir 917pg/ml de IL-
8.

Descripcion detallada de la invencion

[0022] La invencion se refiere al uso de particulas que contienen lipidos que comprende al menos un lipido y al
menos una saponina para la preparacién de un producto farmacéutico para el tratamiento del cancer. Por lo tanto, la
invencion se refiere a un medicamento que comprende al menos un lipido y al menos una saponina para el
tratamiento del cancer.

[0023] De acuerdo con la invencion, es la particula LipD como tal y la saponina que dan el efecto de matar el cancer.
Se ha comprobado que, aunque las saponinas libres como tales pueden destruir las células cancerosas, también
tienen un efecto negativo en las células normales. Junto con los lipidos o integrado en las particulas lipidicas, el
efecto contra las células cancerosas se obtiene a una concentracién que es 30 veces menor que la concentracion de
las saponinas libres que es toxica para las células normales.

[0024] El particulas que contienen lipido puede elegirse de liposomas, de iscom y/o matriz de iscom y posintros.

Liposomas

[0025] Un liposoma es generalmente clister esférico o esferoidal o compuestos agregados o anfipaticos, incluyendo
restos lipofilos, tipicamente en la forma de una o mas capas concéntricas, por ejemplo, monocapas, bicapas o
multicapas. Pueden también denominarse aqui vesiculas lipidicas. Los liposomas se pueden formular, por ejemplo,
a partir de lipidos i6énicos y/o lipidos no idnicos. Los liposomas formulados a partir de lipidos no iénicos pueden
denominarse niosomas. Los liposomas formados, al menos en parte, a partir de lipidos catiénicos o lipidos anidnicos
pueden denominarse cocleados.

[0026] Los liposomas se pueden preparar por ejemplo como se describe por Lipford y Wagner (Lipford, Wagner et
al. 1994) y en Gregoriadis, G. (Gregoriadis, McCormack et al. 1999), O’'Hagan, DT (2001).

[0027] Se discuten técnicas preparatorias liposomales generales que pueden ser adaptadas para su uso en la
preparacion de composiciones liposomas que pertenecen a la presente invencion, por ejemplo, en la patente de los
Estados Unidos. 4.728, 578.4, 728.575, 4.737, 323.4, 533.254, 4.162, 282.4, 310.505 y 4.921, 706; Solicitud de
patente britanica GB 2193095A; Las solicitudes internacionales numeros de serie

[0028] PCT/US85/01161 y PCT/US89/05040; Mayer y otros (Mayer, Hope et al., 1986); (Hope et al., 1985); Mayhew
et al. (Mayhew, Conroy et al., 1987); Mayhew et al (Mayhew, Lazo et al., 1984); Cheng et al., (Cheng, Seltzer et al.,
1987); y Liposome Technology, Gregoriadis, G. (Gregoriadis, G., ed., 1984). Por consiguiente, las composiciones de
liposomas pueden prepararse utilizando cualquiera de una variedad de técnicas preparatorias liposémicas
convencionales que seran evidentes para un experto en la técnica, incluyendo, por ejemplo, dialisis con disolvente,
prensa francesa, extrusion (con o sin congelacién-descongelacion), Evaporacion en fase inversa, congelacion-
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descongelacién simple, sonicacion, dialisis de quelatos, homogeneizacion, infusibn de disolventes,
microemulsificacion, formacion espontanea, vaporizaciéon de disolventes, didlisis con disolventes, técnica de células
de presion francesa, didlisis detergente controlada y otras, Las composiciones de diversas formas. Véase, por
ejemplo, Madden et al., (Madden, Harrigan et al., 1990).

[0029] Técnicas de congelacién-descongelaciéon adecuadas se describen, por ejemplo, en el documento WO n° de
solicitud PCT/US89/05040, presentada el 8 de noviembre de 1989. Se prefieren métodos que implican técnicas de
congelacién-descongelacion en relacion con la preparacion de liposomas. La preparacion de los liposomas se puede
llevar a cabo en una solucién, tal como una disolucién salina acuosa, solucién de tampdén acuosa de fosfato, o agua
estéril. Los liposomas pueden prepararse también mediante diversos procedimientos que implican sacudidas o
agitacion, lo que se puede lograr, por ejemplo, mediante el uso de un dispositivo mecanico de agitacién, tal como un
Wig-L-Bug. TM. (Crescent Dental, Lyons, lll:), un Mixomat (Degussa AG Frankfurt, Alemania), un Capmix (Espe
Fabrik Pharmazeutischer Praeparate GMBH & Co., Seefeld, Oberay Alemania), un Silamat Plus (Vivadent,
Lechtenstein) o un Vibros (Quayle Dental, Sussex, Inglaterra). También se puede utilizar un equipo de
microemulsificacion convencional, tal como un Microfluidizer. TM. (Microfluidics, Woburn, Mass).

Iscom y matrices Iscom

[0030] Los iscoms comprenden al menos una saponina tal como al menos un glicésido, al menos un lipido y al
menos un tipo de sustancia de antigeno. El lipido es al menos un esterol tal como colesterol y opcionalmente
también colina de fosfatidilo. Estos complejos también pueden contener una o mas sustancias inmunomoduladoras
(adyuvantes activas), y pueden producirse como se describe en los documentos EP 0 109 942 B1, EP 0 242 380 B1
y EP 0 180 564 B1.

[0031] El complejo de matriz de iscom en las composiciones de la invencién comprende al menos un glicésido y al
menos un lipido. El lipido es al menos un esterol tal como colesterol y opcionalmente también colina de fosfatidilo.
La matriz tiene un efecto de inmunoenergizacion sobre las sustancias antigénicas co-administradas. Los complejos
iscom pueden contener también una o mas sustancias inmunomoduladoras (adyuvantes activos), no
necesariamente una saponina, y pueden producirse como se describe en el documento EP 0 436 620 B1 y pueden
producirse como se describe en esta patente.

[0032] Una o mas particulas de iscom, una o mas particulas de la matriz de iscom o de cualquier sub-fragmento de
los anillos de 6 nandmetros de los mismos pueden ser utilizados. Se pueden usar cualquier mezcla de dicha matriz
iscom, particulas o sub fragmentos.

Posintros

[0033] Posintros son complejos que comprenden: i) al menos un primer esterol y/o al menos un segundo esterol, en
el que el al menos un segundo esterol es capaz de ponerse en contacto con un antigeno extrafio, preferiblemente un
acido nucleico por medio de una interaccion seleccionada de una interaccion electrostatica y una interaccion
hidréfoba, y en la que el al menos un primer esterol y/o al menos un segundo esterol es capaz de formar un
complejo con al menos una primera saponina y/o al menos una segunda saponina, y ii) al menos una primera
saponina y/o al menos una segunda saponina, en la que la al menos una segunda saponina es capaz de poner en
contacto un determinante genético por medio de una interaccién seleccionada entre una interaccion electrostatica y
una interaccién hidrofobica y en la que al menos una primera saponina y/o al menos una segunda saponina es
capaz de formar un complejo con al menos un primer esterol y/o al menos un segundo esterol, y opcionalmente iii) al
menos un grupo de contacto para poner en contacto un determinante genético por medio de una interaccion
seleccionada entre una interaccion electrostatica y una interaccion hidréfoba, con la condicion de que al menos un
grupo de contacto esté presente cuando no esté presente un segundo esterol en el complejo y opcionalmente i) al
menos un resto lipdfilo.

[0034] Posintros pueden adoptar una estructura de micro-particulas en la forma de una matriz en forma de jaula
similar a la conocida como un estimulante inmune complejo (iscom). Al lado de las estructuras iscom, se ha
informado que la interaccion entre esteroles y saponinas da lugar a una diversidad de entidades estructurales
diferentes, incluyendo entidades tales como, por ejemplo, celosias, panales de miel, barras y particulas amorfas,
todas las cuales estan cubiertas por la presente invencion.

[0035] Posintros se describen en solicitudes de patente WO n°® WO 2002/080981 y WO 2004/030696.
Lipidos

[0036] Los lipidos utilizados son particularmente los descritos en la patente del solicitante EP 0 109 942 B1, en
particular, en la p. 3y en la patente EP 0 436 620 B1 en la p. 7 lineas 7-24. Especialmente se usan esteroles tales
como colesterol y fosfolipidos tales como fosfatidildimetilolamina y fosfatidilcolina. Se pueden usar receptores que
contienen lipidos que se unen a los componentes de unién celular, tales como glicolipidos que incluyen el receptor
de la toxina del cdlera, que es el gangliésido GM1 y el antigeno de grupo sanguineo fucoso. Los componentes de
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unioén a células pueden entonces funcionar como molécula de focalizacién de moco y unirse a las sustancias que
contienen lipidos simplemente mediante la mezcla con complejos que las contienen. Los complejos Iscom que
comprenden tales receptores y receptores se describen en el documento WO 97/30728

Saponinas

[0037] Las saponinas pueden ser cualquier saponina. De acuerdo con un aspecto de la invencion, las saponinas son
glucésidos obtenidos a partir de plantas. El glicosido vegetal puede elegirse entre sapogeinas y prosapogeninas con
uno o mas restos de azlcar. El glicésido puede ser una fraccion de saponina cruda de Quillaja Saponaria Molina o
una subfraccion de la misma.

[0038] Saponina de Quillaja y diferentes fracciones de los mismos se han utilizado como adyuvante y en varias
formulaciones de adyuvantes desde la 502 y entre las fracciones mas hidréfobas, por ejemplo QS21, se ha utilizado
en vacunas animales y en los diferentes ensayos clinicos humanos (Kersten, Spiekstra et 1991); (Kensil, Patel et al.,
1991). ISCOM o ISCOM MATRIX se han formado con diversas fracciones de Quillaja o con varias combinaciones de
fracciones o saponina Quillaja mas cruda. En todos los casos las formulaciones ISCOM o ISCOM MATRIX han
causado menos reacciones locales que las formas libres. Los desarrollos recientes han disefiado formulaciones que
tienen capacidad de mejora superior inmunitaria y son mucho mas toleradas que cualquier otra formulaciéon de
saponina de Quillaja utilizada como adyuvante (Morein, Sundquist et al. 1984). Los componentes de estas
formulaciones de saponina de Quillaja bien toleradas se utilizan en la presente invencién para la destruccién de
células cancerosas (KGI) y para el equilibrio de los efectos (BBE).

[0039] Las saponinas son complejos moleculares que constan de una aglicona a la que se unen una o mas cadenas
de azlcar. La saponina puede acilarse con acidos organicos tales como acético, malénico como aparte de su
estructura (Hostettmann K, y Marston A. 1995, Rouhi A.M. 1995, Leung A Y. y Foster S. 1996). Estos complejos
tienen MW que oscilan entre 600 y mas de 2000 kd. El aglicano hidréfobo y el resto de azlcar hidréfilo hacen una
propiedad anfipatica. En particular, los glicésidos triterpénicos son de interés. Otras saponinas caracterizadas por su
aglicona son glucésidos esteroides y glucésidos de alcaloides esteroideos.

[0040] La saponina bruta de Quillaja se aislé primero in1887 por Kobert, R., Arch. Exp. Pathol. Pharmakol. 23: 233-
272, 1887.) Mas tarde Dalsgaard purificd saponina de Quillaja (Dalsgaard, 1974). Higuchi, R. (Higuchi, R. 1988)
informé de la estructura completa de saponina de Quillaja al reconocer una aglucona (acido quillaico triterpenoide)
que une dos restos de azucar en dos posiciones diferentes. Los glicosidos Utiles se describen en el documento EP 0
109 924 B1. Se prefieren saponinas y triterpensaponinas. Pueden ser en forma de extracto crudo de Quillaja
Saponaria Molina" (Dalsgaard 1974), o cualquier subfraccion del mismo como se describe en el documento
PCT/US/88101842 a Kensil et al. (Kensil, Patel et al. 1991), (Kersten, Spiekstra et al., 1991). " Aspects of Iscoms.
Analytical, Pharmaceutical and Adjuvant Properties; Thesis, Universidad de Utrecht, EP 0 362 279 B2 y EP 0 555
276 B1.

[0041] EI término "fraccion de una saponina de Quillaja Saponaria Molina." se utiliza a lo largo de esta especificacion
y en las reivindicaciones como una descripcién genérica de una fraccion semi-purificada o saponina definida de
Quillaja Saponaria o una fraccién sustancialmente pura. Es importante que la fracciéon no contenga tanta cantidad de
otra fraccion para afectar negativamente a los buenos resultados que se obtienen cuando se usan las mezclas de
iscom o matriz iscom que comprende esencialmente una fraccion. La preparacion de saponina puede, si se desea,
incluir cantidades menores, por ejemplo, hasta 40% en peso, tal como hasta 30% en peso, hasta 25% en peso,
hasta 20% en peso, hasta 15% en peso, hasta 10% en peso, hasta 7% en peso, hasta 5% en peso, hasta 2% en
peso, hasta 1% en peso, hasta 0,5% en peso hasta 0,1% en peso de otros compuestos tales como otras saponinas
u otros materiales adyuvantes.

[0042] Las fracciones de saponina de acuerdo con la invencién pueden ser las fracciones A, B y C descritas en el
documento WO 96/11711, las fracciones B3, B4 y B4b descritas en el documento EP 0 436 620 Las fracciones QA1-
22 descritas en el documento EP 0 3632 279 B2, Q-VAC (Nor-Feed, AS Denmark), Quillaja Saponaria Molina
Spikoside (Isconova AB, Ultunaallén 2B, 756 51 Uppsala, Suecia).

[0043] Las fracciones QA-1-2-3-4-5-6- 7-8-9-10-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20-21 and 22 of EP 0 3632 279 B2,
especialmente QA-7, 17-18 and 21 también se pueden utilizar. Se obtienen como se describe en el documento EP 0
3632 279 B2, especialmente en la pagina 6 y en el Ejemplo 1 en la pagina 8 y 9.Las fracciones A, B y C descritas en
el documento WO 96/11711 se preparan a partir de la fraccion lipofila obtenida en separaciéon cromatogréafica del
extracto acuoso bruto Quillaja Saponaria Molina y elucion con acetonitrilo al 70% en agua para recuperar la fraccion
lipdfila. Esta fraccion lipofilica se separa a continuacion por HPLC semi preparativa con elucién usando un gradiente
de 25% a 60% de acetonitrilo en agua acida. La fraccién denominada en el presente documento como "Fraccién A" o
"QH-A" es, o corresponde a, la fraccién, que se eluye a aproximadamente 39% de acetonitrilo. La fraccion
denominada en el presente documento como "Fraccion B" o0 "QH- B" es, o corresponde a, la fraccion, que se eluye a
aproximadamente 47% de acetonitrilo. La fraccion denominada en el presente documento como "Fraccién C" o "QH-
C" es, 0 corresponde a, la fraccion, que se eluye a aproximadamente 49% de acetonitrilo.
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[0044] Las saponinas de Quillaja saponaria Molina se pueden dividir en dos categorias diferentes;

(I) Las fracciones mas hidréfobos tienen una cadena de acilo de acido graso en la posicion 4. Estas fracciones de
saponina exhiben fuerte efecto litico al hacer pequefios agujeros de aproximadamente de 12 nm en las
membranas celulares. Tales fracciones de saponina matan irreversiblemente las células en formas libres, pero
no necesariamente en la forma de particulas de complejos inmunoestimulantes con antigenos integrados
(ISCOM) o la particula similar sin un antigeno integrado es decir, la matriz de iscom en concentraciones
moderadas (Ronnberg, Fekadu et al., 1997) y como se describe en la presente invencion.

(I) Las saponinas de Quillaja mas hidréfilas se pueden dar en concentraciones diez veces mayores 0 mas antes
de exhibir efectos liticos celulares. En forma de particulado, estas fracciones de saponina no tienen
practicamente ningun efecto toxico celular o practicamente ningun efecto téxico in vivo.

[0045] Las formas de particulas del las formas mas hidrofilas méas hidréfobas y se describen como ISCOM MATRIX,
que son esferas de 40 nm construidas por sub-fragmentos formados por el anillo de 6 nm (Ronnberg, Fekadu et al.
1995), (Lovgren y Morein 1991).

[0046] Las particulas de lipidos tales como iscom y matriz de iscom que comprenden saponinas hidréfobas, por
ejemplo, que comprenden acidos grasos se nombran particulas KGI en la presente invencién (células tumorales
asesinas y de inhibicion del crecimiento). Tales saponinas pueden ser fracciones que contienen acilo graso por
ejemplo, en la posicion 4 en la aglicona triterpenoide de las saponinas de Quillaja Saponaria Molina, como fraccion C
y B de Quil A o fracciones de la region entre las fracciones A y B y las fracciones 15- 21 descritas en el documento
EP 0 3632 279 B2, especialmente las fracciones 16, 17, 18 son adecuadas aqui.

[0047] Las particulas de lipidos tales como iscom y matriz de iscom compuesta con saponinas con saponinas
hidréfilas por ejemplo, compuesta con el &cido graso se denominan particulas BBE (con el bloqueo de efecto de
equilibrio y también efecto de matanza de células cancerosas). Las fracciones 4-15 de Quil A, especialmente 7-14 se
describen en el documento EP 0 3632 279 B2 y la fraccion A (QHA) son adecuadas aqui.

[0048] La particula lipidica puede comprender al menos una saponina hidréfoba. También puede comprender al
menos una saponina hidréfila. Al menos una saponina hidréfila y el al menos una saponina hidréfoba pueden estar
en unay la misma o en diferentes particulas que contiene lipidos.

[0049] La fraccion QHA de Quillaja saponaria Molina seleccionada debido a que no presenta efecto de matanza de
células, pero exhibe efectos potentes de neutralizacién, bloqueo o, sobretodo, de equilibrio en las formulaciones KGI
por ejemplo, un equilibrio entre la muerte de las células y la modulacion hacia la diferenciacion. El efecto de bloqueo
y de equilibrio es, en adelante, contraido a BBE. Particulas KGI y BBE estimulan y modulan respuestas protectoras
inmunes a antigenos. Se prevé que estas particulas pueden, por tanto, estimular las respuestas inmunes a los
antigenos tumorales liberados de las células muertas por las particulas KGI, que por presentacion cruzada pueden
presentar antigenos. Alternativamente, BBE puede mejorar directamente la estimulacion de células presentadoras
de antigeno (APCs) a efectos anti-tumorales, asi como la induccién de una respuesta inmune anti-tumor adquirida.

[0050] Por lo tanto, las particulas KGI y BBE, denominadas por sus funciones en esta invencion, tienen propiedades
diferentes de KGI, pueden bloquear irreversiblemente el crecimiento celular y eliminar las células cancerosas a
concentraciones relativamente bajas, es decir, a una concentracion de 30 a 40 veces inferiores a las de células
humanas primarias o de raton. Ademas, KGI como BBE tienen (tiene) un efecto potenciador inmune en antigenos o
antigenos incorporados en su entorno liberados de las células o coadministrados: particulas BBE pueden ser co-
administradas con particulas KGI con antigeno tumoral integrado o conseguir antigenos tumorales espontdneamente
de cancer por ejemplo, células destruidas por KGI o co-administran sustancias antigénicas, véase el documento EP
0436 620 B1.

[0051] Tanto KGI como BBE comprenden al menos una saponina, tal como un glicésido y al menos un lipido si son
iscoms y matrices de iscom que también comprende el colesterol de lipidos tal como se describe en el documento
W0/1990/003184.

[0052] El particulas que contienen lipido que comprende saponinas hidréfobas que tienen un efecto letal sobre las
células cancerosas también pueden comprender ademas saponinas hidrofilas.

[0053] Particulas que contienen el lipido pueden contener al menos dos fracciones de saponina diferentes en una y
la misma particula que contiene lipidos.

[0054] El particulas que contienen lipido también puede contener al menos dos fracciones de saponina diferentes,
con lo que una de las al menos dos fracciones de saponina diferente es complejo unido en un lipido que contiene las
particulas y la otra (las otras) de al menos dos diferentes fracciones de saponina es (son) complejo unido en otra
(otras) particulas fisica(s) diferente(s) que contiene(n) lipidos.

[0055] Las diferentes saponinas pueden ser saponinas hidrofilas e hidr6fobas respectivamente. La particula puede
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contener al menos la fraccién C o al menos la fraccion B o al menos cualquier fraccion entre la fraccion C y B de Quil
A y al menos otra fraccion de Quil A. Asi, una particula puede comprender fraccion C solamente; fraccion C y al
menos otra fraccion de Quil A; fraccion C y una o mas fracciones de Quil A; fraccion C y la fraccion A de Quil A; Quil
A crudo. La particula también puede contener fraccién B solamente; la fraccion B y al menos otra fraccion de Quil A;
la fraccion B y una o mas fracciones de Quil A; la fraccion By la fraccion A de Quil A. Las combinaciones anteriores
de las fracciones también pueden estar en diferentes particulas lipidicas 0 en una y la misma particula lipidica. Las
particulas KGI 1, KGI 2 y KGI 3 del Ejemplo 1 son ejemplos de tales particulas lipidicas.

[0056] De acuerdo con un aspecto de la invencion, la particula KGI puede comprender extracto crudo o en bruto de
Quil A que comprende una mezcla de saponinas o una forma semipurificada tal como Quillaja Powder Extract
(Berghausen, EE.UU.), Quillaja Ultra Powder QP UF 300, Quillaja Ultra Powder QP UF 1000 o Vax-Sap (los tres de
Natural Responses, Chile). Las fracciones de saponina purificadas C y B solitarias o combinadas con A se utilizan en
particulas KGI mientras que A se utiliza en particulas BBE segun la invencién. Las fracciones B y C se describen en
el documento WO 96/11711, las fracciones B3, B4 y B4b descritas en el documento EP 0 436 620. Las fracciones
QA1-22 descritas en el documento EP 0 3632 279 B2, Q-VAC (Nor-Feed, AS Dinamarca), Quillaja saponaria Molina
Spikoside (Isconova AB, Uppsala Science Park, 751 83, Uppsala; Suecia). Tales particulas KGI se denotan KGI 3
los ejempilos.

[0057] Ejemplos de saponinas utiles en las particulas KGI son la fraccion QHC de Quil A y diferentes combinaciones
de la QHC vy las fracciones QHA de Quil A mencionadas anteriormente. En los ejemplos las particulas KGI 1 sélo
contienen fraccion QHC. Las particulas KGI 2 contienen 30% de QHC y 70% de QHA. También se pueden usar
todas las otras combinaciones de fracciones de Quil A (saponina de Quillaja) mencionadas anteriormente.

[0058] Las células tumorales son células indiferenciadas que crecen rapidamente. Las células tumorales son, por lo
tanto (también) sensibles a ciertas sustancias toxicas celulares. El concepto segln la invencién es el uso de
sustancias en forma de particulas (nombre de trabajo KGI 1, KGI 2 y KGI 3 y BBE), basadas en fracciones o
combinaciones de fracciones de Quillaja saponaria Molina que tienen efecto toxico y/o modulador en (para) células
de crecimiento rapido como los de los canceres malignos sin excluir los canceres benignos. El efecto tdxico o
modulador puede medirse en el nivel celular. La sustancia de célula téxica - célula moduladora, es decir, la saponina
esta integrada en una o mas particulas de administracion. Otra particula, ademas del efecto téxico o modulador
celular, también puede utilizarse para bloquear la toxicidad (nombre de trabajo BBE). Es decir, un sistema de
matanza equilibrado para las células tumorales puede crearse. En el sistema de suministro, se puede incorporar un
modulador inmune que estimula la supervivencia y activar las células a la diferenciacion. La estimulacion puede
incluir ademas la induccion de células T citotoxicas siendo el principal tipo de células de defensa inmune para la
eliminacion del cancer. Células que mueren del sistema linfatico también pueden contribuir a la estimulacién de las
CD viables mediante la denominada presentacion cruzada. Aqui, una célula monoblastoide derivada de monocitos
representa la célula tumoral de linfoma y la célula normal es de origen derivado de monocitos de células dendriticas.

[0059] Mediante la combinacion de complejos KGI y BBE preparados a partir de Quillaja saponaria Molina es posible
preparar preparativos que tienen propiedades diferentes y complementarias tales como menor toxicidad celular que
las particulas KGI, la activacién de células complementarias y la diferenciacion y prominente efecto inmuno-
modulador. Los efectos de las particulas KGI y BBE son mediados por receptores como se destaca por el efecto de
bloqueo por BBE en KGI para causar citotoxicidad de las células del cancer. Por lo tanto, el efecto de matar la célula
cancerosa de KGI en las células U937 utilizadas como modelo en esta invencion no se identifica en particulas BBE.
Sin embargo, la BBE exhibe el efecto de matar en algunas otras células cancerosas. El receptor comin ejerce
activacion y diferenciacion de células cancerosas, que en las células normales es compatible con o parcialmente
compatible con actividad adyuvante que resulta en la producciéon de citoquinas y la expresion de moléculas por
ejemplo, de comunicacion, por ejemplo, CD 86. CD 86 comunica células dendriticas (DC) con poblaciones de
linfocitos resultantes en las respuestas especificas de antigeno, la falta de los cuales en por ejemplo, los recién
nacidos o ancianos dificulta la respuesta inmune. Se ha descubierto por los inventores que la fraccion QHA
(componente en BBE y KGI 2) y QHC (componente en KGI 1 y KGI 2) activan y diferencian la respuesta inmune de
los recién nacidos que albergan sistemas inmunes innatos y adquiridos sin desarrollar o incompletamente
diferenciados (Hu et al., 2004, Morein y Hu 2007). El receptor que provoca la eliminicaciéon de células cancerosas a
través de la apoptosis esta presente en particulas KGI pero no seobserva en particulas BBE. Sin embargo, no se
puede excluir que BBE provoca la apoptosis en otras células cancerosas. No puede excluirse que un receptor que
mata células cancerosas por si solo o en combinacion con un segundo receptor puede provocar efectos
secundarios. En particular, se tiene que considerar que hay diferencias en las especies que conforman una actividad
de receptor o una combinacion de actividades del receptor de provocar efectos secundarios. Se desea un sistema
con capacidad para hacer frente a tales problemas y la combinacion de KGI y BBE da esa posibilidad.

[0060] Por lo tanto, la eliminacién KGI de las células estd mediada por el receptor ya que este efecto puede ser
bloqueado por BBE. Se piensa que el receptor comin (de bloqueo) durante KGI y BBE es diferente del receptor de
la mediacion de matar células U937 solo por fraccién de saponina QHC que contiene KGI 1. De lo contrario BBE
también debe ser un matador de células cancerosas U937 utilizado en estos experimentos. El principio activo de
BBE es QHA. Cuando esta presente en la misma particula como KGI 2 designada QHC modera el efecto de matar
células por dilucion de "receptores de matar en QHC", modificando alternativamente la estructura, lo que resulta en
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menos afinidad entre ligandos y receptores activos en la destruccion de células. En contraste, en diferentes
particulas hay un bloqueo por el receptor comun.

[0061] El uso de preparaciones de saponina de acuerdo con esta invencion da como resultado productos con una
mayor tolerabilidad, inmunogenicidad incrementada de biodisponibilidad. Las preparaciones pueden usarse en
métodos para adaptar la inmunogenicidad incluyendo un mayor control de enfermedades inflamatorias,
hipersensibilidad y reacciones alérgicas. Esto puede ser especies dependientes y puede afectar la toxicidad, la
tolerabilidad y la inmunogenicidad.

[0062] Se ha demostrado que cuando las mezclas de particulas que contienen lipido que comprende al menos una
saponina hidroéfila, por ejemplo la fraccion A de Quil A (por ejemplo, una particula BBE) se utiliza junto con particulas
gue contienen lipido que comprende al menos una saponina hidréfoba por ejemplo la fraccion C de Quil A (por
ejemplo KGI 1, KGI 2 y KGI 3) se obtiene un efecto sinérgico anticancer.

[0063] La al menos una saponina hidrdéfila puede ser una o mas de las fracciones 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14y
15 de Quil A, especialmente fracciones 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14 se describe en el documento EP 0 3632 279 B2 y
la fraccion A de Quil A o Quil A crudo.

[0064] La al menos una saponina hidréfoba puede ser una o mas saponinas que si contienen cadena de acilo graso
por ejemplo, en la posicion 4 en la aglicona triterpenoide de las saponinas de Quillaja Saponaria Molina, tal como
fraccion C y B de Quil A o fracciones de la regién entre las fracciones Ay B y las fracciones 15, 16, 17, 18, 19, 10y
21 descritas en el documento EP 0 3632 279 B2, especialmente las fracciones 17 y 18 son adecuadas aqui.

[0065] El particulas que contienen lipido para tal efecto simbiético puede elegirse entre iscom y particulas de iscom
de la matriz, liposomas y posintros.

[0066] Cualquier relacién de saponinas hidrofilas e hidréfobas tales como subfragmentos de saponinas de Quillaja
Saponaria Molina pueden utilizarse. Ademas, cualquier combinacion de diferentes subfragmentos de saponinas
hidréfilas e hidréfobas de Quillaja Saponaria Molina pueden utilizarse. Por lo tanto, una, dos o méas saponinas
hidréfilas e hidréfobas tales como subfragmentos de saponinas de Quillaja Saponaria Molina cada uno pueden estar
integrados en particulas que contienen lipidos fisicamente iguales o fisicamente separadas.

[0067] Cualquier combinacion de % en peso de las diferentes particulas que contienen lipidos, tales como iscom,
complejos de matriz de iscom, liposomas o posintros basados en su contenido de saponina hidréfila por ejemplo, la
fraccion A y saponina hidr6foba por ejemplo C de Quillaja Saponaria Molina respectivamente pueden utilizarse. Las
mezclas pueden comprender de, 0,1 a 99,9 en peso, de 5 a 95% en peso, 10 a 90% en peso de 15 a 85% en peso,
de 20 a 80% en peso, de 25 a 75% en peso, 30 a 70% en peso, 35 a 65% en peso, 40 a 60% en peso, 45 a 55% en
peso, 40 a 60%, en peso, de 50 a 50% en peso, 55 a 45% en peso, 60 a 40% en peso, 65 a 35% en peso, 70 a 30%
en peso, 75 a 25% en peso, 80 a 20% en peso, 85 a 15% en peso, 90 a 10% en peso, 95 a 05% en peso, de
particulas que contienen lipidos, p.ej. complejos de iscom que comprenden saponina hidréfila por ejemplo, la
fraccion A de Quillaja Saponaria Molina y el resto hasta el 100% en cada caso de intervalo de particulas que
contienen lipidos, por ejemplo, complejos iscom que comprenden saponina hidréfoba. por ejemplo, la fraccion C de
Quillaja Saponaria Molina, contada sobre el contenido de la suma de saponinas hidréfilas e hidréfobas, por ejemplo
las fracciones Ay C de Quillaja Saponaria Molina en los complejos de iscom. Esto se aplica a lipidos que contienen
particulas que comprenden tanto saponinas hidréfilas como hidréfobas o mezclas de particulas lipidicas que sélo
contienen saponinas hidréfobas o hidrofilas.

[0068] De este modo, un particulas que contienen lipido puede comprender de 75% a 99,5% en peso de saponina
hidréfila por ejemplo, la fraccién A de Quil Ay 0,5% a 25% en peso de saponina hidrofoba por ejemplo la fraccion C
de Quil A; 80% a 95% de saponina hidréfilay 5 a 20% de saponina hidréfoba; 85% a 90% de saponina hidrofila 'y 10
a 15% de saponina hidréfoba tal como 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 96%, 87%,
88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5% en peso de saponina hidréfila por
ejemplo, la fraccién Ay 0,5% 1%. 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17 %,
18%, 19%, 20%, 21%, 22%, 23%, 24%, 25% en peso de saponina hidroéfoba por ejemplo fraccion C.

[0069] Todos los intervalos mencionados anteriormente se pueden usar para cualquier combinacion de cualquier
fraccion de Quillaja Saponaria Molina en las formulaciones para la administracién a cualquier tipo de especie
humana o de animales. Ejemplos de especies animales a los que las formulaciones de acuerdo con la invencion
pueden administrarse son animales de compafiia tales como gatos, perros, caballos, aves como loros, especies
economicas importantes tales como ganado, especies, por ejemplo de la especie bovina, cerdos, ovejas, cabras.
Preferiblemente méas del 50% en peso de la fraccion C se utiliza en combinacién con cualquiera de las otras
fracciones y especialmente en combinacién con fraccién A. Por lo tanto de 50,5 - 99,5% en peso de Cy 0,5 - 49,5%
en peso de A pueden utilizarse.

[0070] Cuando se prepara como se describe en el presente documento, las Fracciones A, B y C de Quillaja
Saponaria Molina representan cada uno grupos o familias de moléculas quimicamente estrechamente relacionadas
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con propiedades definibles. Las condiciones cromatografias bajo las cuales se obtienen son tales que la
reproducibilidad lote a lote en términos de perfil de elucién y la actividad biolgica es altamente consistente.

Antigenos en las particulas gue contienen lipidos

[0071] Particulas que contienen lipido (tales como liposomas, posintros, iscom, matriz de iscom, BBE y/o KGI)
pueden comprender antigenos de cancer integrado en las particulas, junto a las particulas o mezclado con particulas
que contienen lipido. Estos antigenos del cancer pueden ser utilizados para provocar la inmunidad contra el cancer.

[0072] EI antigeno tumoral puede ser del tipo del tumor bajo tratamiento, o particulas que contienen lipido por
ejemplo, el KGI pueden causar la liberacién de antigenos tumorales después de matar la célula tumoral y causar o
mejorar la iniciacion de la respuesta inmune anti-tumor por la presentacion cruzada a células presentadoras de
antigeno (APCs). BBE también puede contener antigeno tumoral seleccionado e iniciar la respuesta inmune a
antigenos tumorales co-administrados o de aparicién espontanea, por ejemplo liberados por particulas de KGI que
matan las células tumorales.

Tantas particulas que contienen lipidos antigenos, por ejemplo, iscoms como particulas que contienen lipidos que no
contienen antigenos por ejemplo matrices de iscom pueden utilizarse de acuerdo con la invencion. Particulas que
contienen lipido que comprenden también antigenos tales como iscoms se destinan principalmente a la actividad
contra las células cancerosas establecidas. Las particulas que contienen lipidos como matrices de iscom que si
contienen antigenos pueden de acuerdo con una forma de realizacién contienen al menos un antigeno de cancer.
Segun otra realizacion, no contienen antigenos del cancer.

[0073] El inmundgeno que se incorpora en iscoms puede también estar asociado con la matriz de iscom y puede ser
cualquier entidad quimica que puede inducir una respuesta inmune en un individuo tal como (pero no limitado a) un
humano u otro animal, incluyendo pero no limitado a un humoral y/o respuesta inmune mediada por células a las
bacterias, virus, micoplasmas u otros microorganismos. El inmundgeno especifico puede ser una proteina o péptido,
un carbohidrato, polisacéarido, un lipopolisacarido o un lipopéptido; o puede ser una combinacién de cualquiera de
estos.

[0074] En particular, el inmundgeno especifico puede incluir una proteina nativa o un fragmento de proteina, o una
proteina sintética o un fragmento de proteina o péptido; puede incluir glicoproteina, glicopéptido, lipoproteina,
lipopéptido, nucleoproteina, nucleopéptido; puede incluir un conjugado de péptido-péptido; se puede incluir un
producto de expresion de acido nucleico recombinante.

[0075] Ejemplos de tales inmunégenos se citan en el documento EP 0 109 942 B1 e incluyen, pero no se limitan a,
aquellos que son capaces de provocar una respuesta inmune contra la hepatitis viral o bacteriana, influenza, difteria,
tétanos, tos ferina, sarampion, paperas, rubéola, polio, neumococo, el herpes, el virus sincitial respiratorio, gripe de
hemofilias, la clamidia, el virus de la varicela-zéster, la rabia o el virus de la inmunodeficiencia humana.

[0076] Los antigenos se pueden incorporar en iscom o0 acoplados a iscom 0 matriz de iscom o mezclados con iscom
y/o matriz de iscom. Cualesquiera mezclas de tal iscom o matriz de iscom se pueden utilizar. Uno o mas antigenos
se pueden utilizar y un antigeno de transporte y de pasajeros se pueden usar como se describe en el documento EP
9600647-3 (PCT/SE97/00289).

Adyuvantes.

[0077] Las particulas que contienen lipido se pueden utilizar como sistemas de administracién para otros
componentes. Un tipo de tales componentes que puede ser administrado en particulas que contienen lipidos o
mezclados con los mismos es adyuvante. Por lo tanto, otros adyuvantes distintos de saponinas pueden estar
integrados en particulas que contienen lipido, junto a las particulas 0 mezclado con ellos. Efectos adyuvantes
considerados en la terapia del cancer y en desarrollo como agentes terapéuticos, por ejemplo, ésteres de forbol,
vitamina A2 y vitamina D3.

[0078] Las particulas de esta invencidon pueden contener otro inmunoestimulante y componentes de mejora que
saponinas por ejemplo, lipopolisacaridos (LPS), lipido A, CTB, CTA o CTA1-DD. BBE y KGI también pueden
contener otros agentes destructores de células cancerosas o sustancias toxicas de células tales como la toxina del
célera (TK) o fracciones del mismo, toxina E. coli de calor labil (LT) o subfracciones de los mismos.

[0079] Por otra parte, todos los tipos de saponinas mencionados anteriormente pueden usarse como tales
adyuvantes adicionales.

[0080] Las soluciones o suspensiones también podrian comprender al menos uno de los siguientes adyuvantes:
diluyentes estériles tales como agua para inyeccion, solucion salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros disolventes sintéticos, agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o parabeno de
metilo, antioxidantes tales como acido ascoérbico o bisulfito de sodio, agentes quelantes tales como acido
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tetraacético de etileno de diamina, tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos, y agentes para el ajuste de la
tonicidad tales como cloruro sédico o dextrosa. La preparacion parenteral puede encerrarse en ampollas, jeringas
desechables o mdltiples recipientes de dosis hechos de vidrio o plastico.

[0081] Los ejemplos de otros adyuvantes que se pueden incorporar en el iscom y matriz de iscom son cualquier
adyuvante, natural o sintético, con efecto inmunomodulatorio deseado, por ejemplo dipéptido de muramilo (MDP) de
derivados, tales como &cido graso, sustituido MDP, analogos de treonilo de MDP; DDA, poli aniones tales como
sulfato de dextrano, lipopolisacaridos tales como saponinas (distintos de Quil A). Perspectivas de futuro de
adyuvantes de vacunas (Warren y Chedid 1988); "Characterisation of a non-toxic monophosphoryl lipid A" (Johnson,
Tomai et al, 1987); "Developmental status of synthetic immunomodulators” (Berendt y Ives 1985);
"Immunopotentiating conjugates”, (Stewart-Tull 1985), (Morein et al. 2007).

Agentes anti-cancer

[0082] Las particulas que contienen lipidos también se pueden utilizar como sistemas de suministro para agentes
contra el cancer. Pueden ser administrados en particulas que contienen lipidos o mezclados con los mismos.

[0083] KGI y BBE se pueden usar como sistemas de suministro también para otros farmacos contra el cancer en
particular la muerte por otros mecanismos. KGI y BBE contribuyen con la matanza silenciosa sobre la diferenciacion
de activacion que conduce a la apoptosis. Otros agentes terapéuticos tienen otros efectos de eliminacion de células
cancerosas. Las combinaciones sin duda contribuirdn a evitar la reversion de las células cancerosas haciéndolas
resistentes al tratamiento.

[0084] Los otros agentes anti-cancer se seleccionan preferiblemente de saber, compuestos de coordinacion de
platino, compuestos de taxano, compuestos de camptotecina, alcaloides de la vinca antitumorales, derivados de
nucleésidos anti-tumorales, mostaza nitrogenada o agentes nitrosourea alquilantes, derivados de antraciclina
antitumorales, trastzumab y derivados de podofilotoxina antitumorales.

[0085] El término "compuesto de coordinacién de platino" se usa aqui para denotar cualquier compuesto de
coordinacion de platino inhibidor de crecimiento de células tumorales que proporciona platino en forma de un ion.
Compuestos de coordinacién de platino preferidos incluyen cisplatino, carboplatino, cloro (dietilentriamina)-cloruro de
platino (Il); dicloro (etilenodiamina) de platino (ll); diamina (1,1-ciclobutanodicarboxilato)-platino (ll) (carboplatin);
espiroplatino; iproplatino; diamina (2-etilo-malonato)-platino (l1); (1, 2-diaminociclohexano) malonatoplatino (ll); (4-
carboxiftalo)  (1,2-diaminociclohexano)-platino  (Il);  (1,2-diaminociclohexano)-(isocitrato)-platino ~ (II);  (1,2-
diaminociclohexano)-cis-(piruvato) platino (ll); y (1,2-diaminociclohexano)- oxalato-platino (ll); ormaplatino y
tetraplatino.

[0086] El cisplatino esta disponible comercialmente por ejemplo bajo el nombre comercial Platinol de Bristol Myers
Squibb Corporation como un polvo para su constituciéon con agua, solucion salina estéril u otro vehiculo adecuado.
Otros compuestos de coordinacion de platino y sus composiciones farmacéuticas estan disponibles comercialmente
y/o se pueden preparar por técnicas convencionales.

[0087] El compuesto de taxano puede ser los que se venden bajo el nhombre comercial Taxol a partir de Bristol
Myers Squibb y docetaxel esta disponible comercialmente bajo el nombre comercial de Taxotere de Rhone-Poulenc
Rorer. Ambos compuestos y otros compuestos de taxano se pueden preparar de manera convencional por ejemplo
como se describe en EP 253738, EP 253739 y WO 92/09589 o mediante procedimientos analogos a ellos.

[0088] Los compuestos de la camptotecina incluyen irinotecan y topotecan. El irinotecan esta comercialmente
disponible, por ejemplo, de Rhone-Poulenc Rorer bajo el hombre comercial Campto y se pueden preparar por
ejemplo como se describe en la memoria de patente europea n°137145 o por procesos analogos a los mismos. El
topotecan esta disponible comercialmente por ejemplo de SmithKline Beecham bajo el nombre comercial Hycamtin y
se pueden preparar por ejemplo como se describe en la memoria de patente europea n°321122 o mediante
procedimientos analogos. Otros compuestos de camptotecina se pueden preparar de manera convencional por
ejemplo por procedimientos analogos a los descritos anteriormente para irinotecan y topotecan.

[0089] Alcaloides de la vinca anti-tumorales incluyen vinblastina, vincristina y vinorelbina mencionados
anteriormente. La vinblastina se encuentra comercialmente disponible por ejemplo como la sal de sulfato para
inyeccion a partir de Eli Lilly and Co bajo el nombre comercial Velban, y se pueden preparar por ejemplo como se
describe en la especificacion de patente alemana n° 2124023 o mediante procedimientos analogos a ellos. La
vincristina esta comercialmente disponible por ejemplo como la sal de sulfato para inyeccién a partir de Eli Lilly and
Co bajo el nombre comercial Oncovin y se pueden preparar por ejemplo como se describe en la anterior
especificacién de patente alemana n° 2.124.023, o por procesos analogos a los mismos. La vinorelbina esta
comercialmente disponible por ejemplo como la sal de tartrato para inyeccion de Glaxo Wellcome bajo el nombre
comercial NaVelbine y se pueden preparar por ejemplo como se describe en la patente de Estados Unidos n°
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4.307.100, o por procesos analogos a estos otros alcaloides de la vinca antitumoral se pueden preparar de manera
convencional por ejemplo por procedimientos analogos a los descritos anteriormente para vinoblastine, vincristina y
vinorelbina.

[0090] Derivados de nucledsidos anti-tumorales incluyen 5-fluorouracilo, gemcitabina y capecitabina mencionados
anteriormente. 5-Fluorouracilo estd ampliamente disponible comercialmente, y se puede preparar por ejemplo como
se describe en la Patente de Estados Unidos n° 2802005. La gemcitabina esta disponible comercialmente por
ejemplo de Eli Lilly bajo el nombre comercial Gemzar y pueden prepararse por ejemplo como se describe en la
especificacion de patente europea n° 122707 o por procedimientos analogos a los mismos.

[0091] La capecitabina esta disponible comercialmente por ejemplo de Hoffman-La Roche bajo el nombre comercial
Xeloda y se pueden preparar por ejemplo como se describe en la memoria de patente europea n° 698611 o
mediante procedimientos analogos. Otros derivados de nucledsidos anti-tumorales se pueden preparar de manera
convencional por ejemplo por procedimientos analogos a los descritos anteriormente para capecitabina y
gemcitabina.

[0092] Los compuestos de mostaza nitrogenada incluyen ciclofosfamida y clorambucilo. La ciclofosfamida es
disponible comercialmente por ejemplo de Bristol-Myers Squibb bajo el nombre comercial Cytoxan y se pueden
preparar por ejemplo como se describe en la especificacion de patente de Reino Unido n° 1,235.022 o mediante
procedimientos analogos. El clorambucilo esta disponible comercialmente por ejemplo de Glaxo Welcome bajo el
nombre comercial Leukeran y se pueden preparar por ejemplo como se describe en la patente de Estados Unidos n°
3.046.301, o por procesos andlogos a los mismos. Compuestos de nitrosourea preferidos para uso de acuerdo con
la invencién incluyen carmustina y lomustina mencionados anteriormente. Carmustina esta disponible
comercialmente por ejemplo de Bristol-Myers Squibb bajo el nombre comercial BICNU y se pueden preparar por
ejemplo como se describe en la especificacion de patente europea n° 902015, o por procedimientos analogos a los
mismos. Lomustina esta disponible comercialmente por ejemplo de Bristol-Myers Squibb bajo el nombre comercial
CeeNU y se pueden preparar por ejemplo como se describe en la patente de Estados Unidos n°® 4.377.687, o por
procesos analogos a los mismos.

[0093] Derivados de antraciclina antitumorales incluyen daunorrubicina, doxorrubicina e idarrubicina mencionados
anteriormente. Daunorubicina esta comercialmente disponible por ejemplo como la sal de hidrocloruro a partir de
Bedford Laboratories bajo el nombre comercial Cerubidina, y se pueden preparar por ejemplo como se describe en
la patente de Estados Unidos n° 4.020.270, o por procesos analogos a los mismos.

[0094] La doxorubicina esta comercialmente disponible por ejemplo como la sal de hidrocloruro a partir de Astra, y
se pueden preparar por ejemplo como se describe en la patente de Estados Unidos n® 3.803.124 o mediante
procedimientos andlogos. La idarubicina se encuentra comercialmente disponible por ejemplo como la sal de
hidrocloruro a partir de Pharmacia & Upjohn bajo el hombre comercial Idamicina, y se pueden preparar por ejemplo
como se describe en especificacion de patente de EE.UU. n°® 4.046.878, o por procesos analogos. Otros derivados
de antraciclina antitumoral pueden prepararse de manera convencional por ejemplo por procedimientos analogos a
los descritos anteriormente para daunorrubicina, doxorrubicina e idarrubicina.

[0095] Trastzumab estd comercialmente disponible de Genentech bajo el nombre comercial Herceptina y puede
obtenerse como se describe en la patente de Estados Unidos n® 5821337 o en especificaciones de patente PCT WO
94/04679 y WO 92/22653.

[0096] Derivados antitumorales de podofilotoxina antitumorales incluyen etopdsido y tenipésido. El etopésido es
comercialmente disponible por ejemplo de Bristol-Myers Squibb bajo el nombre comercial VePesid, y se pueden
preparar por ejemplo como se describe en la especificacion de patente europea n® 111058, o por procesos analogos
a los mismos. El tenipésido esta disponible comercialmente por ejemplo de Bristol-Myers Squibb bajo el nombre
comercial Vumon y se pueden preparar por ejemplo como se describe en la memoria de patente PCT n® WO
93/02094, o mediante procedimientos analogos. Otros derivados podofilotoxina antitumorales se pueden preparar de
manera convencional por ejemplo por procedimientos analogos a los descritos anteriormente para etoposido y
tenipdsido.

[0097] Las saponinas en forma cruda o fracciones de las mismas tales como las mencionadas anteriormente
también pueden usarse en forma libre, es decir, no integrarse en particulas que comprenden lipidos, como agentes
anti-cancerosos. Estos compuestos anticancerosos se pueden mezclar con, unirse a o integrarse en particulas que
contienen lipidos tales como liposomas, de iscom y/o matriz de iscom y posintros.

[0098] Es conveniente si son hidréfobos cuando se integran. Si no, los grupos hidréfobos pueden ser acoplados a
ellos como se describe en el documento EP 242380.

[0099] Los compuestos no hidrofobicos y, especialmente, proteinas o péptidos se pueden hacer hidréfobos por
acoplamiento de grupos hidr6fobos.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 630 205 T3

[0100] El grupo hidréfobo que se puede acoplar a los compuestos no hidréfobos son cadenas alifaticas ramificadas
saturadas o insaturadas rectas, que tienen preferiblemente 1, 2,3, 4, 5, 6, 7, 8, 9; 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 atomos de carbono, o aminoacidos hidréfobos o péptidos u otras
estructuras hidréfobas tales como esteroides. La longitud de la estructura hidrofébica se adapta al tamafio y la
naturaleza de la proteina. Como ejemplo, se puede mencionar que un péptido con 10-15 aminoacidos (virus de la
fiebre aftosa) es adecuadamente llevado a cabo con dos tirosinas en el extremo terminal de amino o carboxi. Una
proteina con un peso molecular de 70,000 daltons exige aproximadamente 20 aminoacidos hidréfobos. La prueba se
realiz6 de forma empirica. Por lo tanto, se utiliza especialmente péptidos con 1 a 20 aminoéacidos, preferiblemente 1,
2, 3, 4, 5 aminoacidos, especialmente elegidos entre Trp, lle, Phe, Pro, Tyr, Leu, Val, especialmente Tyr; derivados
de colesterol tales como acido colina, 4cido de ursodesoxicolina.

[0101] Estos grupos hidréfobos deben estar unidos a un grupo que puede ser acoplado a la proteina o compuestos
no hidréfobos tales como carboxilo, amino, disulfuro-, hidroxilo, sulohidrilo- y el grupo carbonilo, tales como grupos
aldehido.

[0102] Como grupos hidréfobos que pueden ser acoplados se seleccionan preferiblemente carboxilo, aldehido,
amino, derivados de hidroxilo, y disulfuro de metano, dimetilo, propano, butano, hexano, heptano, octano y los
péptidos que contienen Cys, Asp, Glu, Lys, preferiblemente octanal y Tyr.Tyr.Tyr-Cys,-Asp 0 -Glu. Los grupos
hidréfobos con un grupo que se puede acoplar debe ser disuelto en agua con la ayuda de, por ejemplo, los agentes
solubilizantes y detergentes mencionados anteriormente o acido clorhidrico, acido acético 67% en acido acético de
volumen, licor caustico, amoniaco, dependiendo de qué sustancia se ha de disolver. pH se ajusta entonces a la
direccion neutral sin la sustancia precipitante; aqui es para asegurarse de que no se obtiene un valor de pH que
desnaturaliza la proteina a la que el grupo hidréfobo se ha de acoplar. Lipidos pueden mejorar la solubilizacion.
[0103] La molécula hidréfoba puede afiadirse al compuesto no hidréfobo en la relacion molar de 10:1 a 0,1:1,
preferiblemente 1:1.

[0104] Los grupos hidréfobos con un grupo carboxilo como molécula de acoplamiento pueden ser acoplados a la
proteina a través de carbodiimidas de agua soluble o anhidridos compuestos. En el primer caso, el grupo carboxilo
se activa a pH 5 con carbodiimida y se mezcla con la proteina disuelta en tamp6n de pH 8 con un alto contenido de
fosfato. En el dltimo caso se hace reaccionar el compuesto carboxi, con cloroformiato de isobutilo en presencia de
trietilamina en dioxano o acetonitrilo, y se afiade el anhidrido resultante a la proteina a un pH de 8 a 9. También es
posible convertir el grupo carboxilo con hidrazina para hidrazida que junto con aldehidos y cetonas en unidades de
azucar oxidado con peryodato en la proteina da enlaces hidrazona.

[0105] Los grupos amino con acido nitroso pueden a una temperatura baja convertirse en sales de diazonio, que dan
enlaces de azo con Tyr, His y Lys.

[0106] Los grupos hidroxilo con anhidrido succinico pueden ser convertidos a hemisuccinato de derivados que se
pueden acoplar como grupos carboxilo.

[0107] Los grupos de aldehido se pueden hacer reaccionar con grupos amino en la proteina a una base de Schiff.

[0108] Varios grupos y métodos de acoplamiento se describen en el Journal of Immunological Methods (Blair y
Ghose 1983), (Conradie, Govender et al. 1983), Methods in Enzymology (Ghose, Blair et al. 1983), y en Analytical
BioChemistry (Davis y Preston, 1981).

[0109] Las proteinas, péptidos o compuestos asi producidos que han recibido grupos hidréfobos son se unen por
complejo con glicésido, como se describe en a), pero aqui las etapas de purificacion para la eliminacién de
fragmentos de células se pueden omitir.

[0110] Proteinas hidréfilas que tienen grupos hidréfobos encerrados se pueden hacer hidréfobas haciendo que los
grupos hidréfobos sean accesibles por desnaturalizacion suave de las proteinas, es decir, con un pH bajo de
aproximadamente 2,5, urea 3M 0 a una alta temperatura por encima de 70 grados C. Tales proteinas pueden ser
inmunoglobulinas tales como IgG, IgM, IgA, IgD e Ig E. Las inmunoglobulinas pueden ser utilizadas como
anticuerpos antiidiotipos. Las proteinas se obtienen en forma purificada como proteinas como se describe en (b) y
luego complejos unidos a glicésido como se describe en (a), se han omitido las etapas de purificaciéon para la
eliminacion de fragmentos de células.

Orientacion de moléculas para particulas que contienen lipidos.

[0111] EI particulas que contienen lipidos puede comprender ademas moléculas de cancer de orientacion tales
como antigenos de superficie de células cancerosas, antigenos de superficie de virus y antigenos de la gripe.

[0112] La presente solicitud de patente demuestra que las particulas que contienen lipidos tales como particulas de

KGI y BBE matan o inhiben el crecimiento de una serie de diferentes células cancerosas a dosis fisiolégicas bajas.
Estos tipos de particulas utilizados como adyuvante en iscom y formulaciones de matriz de iscom también muestran
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una buena biodisponibilidad, y la capacidad de focalizacion de sistema linfatico, en particular, a las células
dendriticas (para referencias, véase Morein et al. 2007). Para aumentar aln mas el efecto de orientacién en las
moléculas in vivo de orientacion pueden incorporarse por varios métodos. Moléculas de la superficie de las
membranas microbianas se pueden incorporar mediante interaccion hidréfoba como se describe originalmente por
Morein et al. (1984) y en el documento EP 242380. Otras moléculas por ejemplo, producidas mediante tecnologia de
ADNr o producidas sintéticamente se pueden incorporar tal como se describe en el documento WO 2002/080981 y
WO 2004/030696.

Tales moléculas de direccionamiento incluyen proteinas de virus tales como influenza y virus sincitial respiratorio
que tienen afinidad para las vias respiratorias por ejemplo, para orientar las formas de cancer de pulmén, o CTA1DD
siendo la parte Al de la subunidad A de la toxina del colera incorporado en formulaciones KGI o BBE como se
describe por N. Lycke (2004) y por Mowat et al. (2001). CTA1 DDIs disefiadas racionalmente de tres componentes
principales, contribuyendo cada uno efectos complementarios.

CTAL es la subunidad enzimaticamente activa de la toxina del célera que se hace no tdxica por la separacion de las
subunidades A2 y B. Fusionado a DD de la proteina A de Staphylococcus aureus se dirige a las células B. Por lo
tanto, es especialmente adecuado para células B linfomas. Ya se ha incorporado en iscoms para atacar a las células
B para la estimulacién inmune mejorada. En el iscom, ademas de su efecto de orientacion, también tiene un efecto
de activacion y diferenciacién complementando la de la iscom o las particulas de KGI o BBE. El efecto de orientacion
puro se obtiene a partir de la molécula de la subunidad DD de la proteina A de Staphylococcus aureus es una
alternativa para CTA1 como un resto de direccionamiento para particulas BBE o KGI posiblemente complementadas
con otros productos farmacéuticos de tratamiento. Mas en general, mono y policlonales se pueden incorporar en las
particulas que contienen lipidos, por ejemplo, en particulas KGI y BBE como se describe en el documento EP 0 109
942 B1, EP 0 242 380 B1y EP 0 180 564 B1.

Otros aditivos.

[0113] Las composiciones segun la invencion pueden comprender ademas un vehiculo, diluyente, excipiente o
aditivo farmacéuticamente aceptable.

[0114] Vehiculos y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen cualquiera y todos los
disolventes convencionales, medios de dispersién, cargas, vehiculos soélidos, soluciones acuosas, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifiingicos, agentes isoténicos y de retraso de absorcion, y similares. El uso de tales
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica, y se describe, a modo
de ejemplo, en Pharmaceutical Sciences de Remington, 182 Edicién, Mack Publishing Company, Pennsylvania,
EE.UU. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el ingrediente
activo, su uso en las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se contempla. Ingredientes activos
suplementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

Formas farmacéuticas

[0115] La particula que contiene lipidos se puede administrar al hombre y al animal por cualquier via. Una ruta
parenteral puede ser utilizada. El término parenteral tal como se utiliza en este documento incluye inyecciones
subcutaneas, intravenosas, intramusculares, inyeccion intradérmica de técnicas de infusion, por menos de inyeccion
de aguja - inyeccion a chorro, asi como las administraciones oral, en aerosol.

[0116] Particulas que contienen lipidos de acuerdo con la invenciéon que comprende cada una esencialmente por lo
menos un tipo de saponina se pueden administrar en una composicion como una mezcla o por separado en
diferentes composiciones en el mismo sitio de administracién o en diferentes sitios de administracion en el mismo o
en diferentes veces. Diferentes fracciones de Quillaja Saponaria Molina se pueden utilizar en los diferentes
complejos de iscom y complejos de la matriz y en las diferentes composiciones.

[0117] En general, particulas que contienen lipidos de esta invenciébn se administran en una cantidad
farmacéuticamente eficaz. La cantidad de las particulas realmente administrada sera determinada tipicamente por
un médico, a la luz de las circunstancias relevantes, incluyendo la afeccion a tratar, la via de administracién elegida,
el compuesto real administrado, la edad, peso y respuesta del paciente individual, la severidad de los sintomas del
paciente, y similares.

[0118] Las dosis para uso humano pueden variar de acuerdo a otros compuestos incluidos. En vista de la duracién
del tratamiento, la dosis puede variar de <50 ug a 1 mg o mas por dia. Para formulaciones mejor toleradas que

contienen una mezcla de 20% KGI y 80% BBE no causan efectos secundarios cuando se administran en dosis de 50
Mg a ratones de 18 g, por lo tanto, dosis muy altas se pueden utilizar si es lo que se requiere.

Kit de partes

[0119] La invencién por lo tanto también se refiere a un kit de partes que comprende al menos dos partes, en el que
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una parte comprende particulas que contienen lipidos que comprenden al menos una fraccion de saponina, que es
hidréfobo que tiene un efecto letal sobre las células cancerosas; y la otra parte comprende particulas que contienen
lipidos que comprenden al menos una fraccion de saponina, que es hidroéfilo, estimulando y modulando la respuesta
inmune tales como la produccion de anticuerpos y la inmunidad mediada por células.

[0120] La parte que comprende particulas que contienen lipidos que contienen al menos una fraccién de saponina
que es hidrofoba también puede contener particulas que tienen ademas al menos una fraccion de saponina, que es
hidrdfila.

[0121] Las composiciones y kit de partes de acuerdo con la invencion también pueden comprender al menos otro
adyuvante que las fracciones de Quillaja Saponaria Molina. Estos adyuvantes se pueden mezclar con el iscom y/o
complejos de iscom de matriz o estar integrados en los complejos o pueden darse en forma libre como tales.

Método de tratamiento

[0122] A lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera
otra cosa, la palabra "comprenden”, o variaciones tales como "comprende" o "que comprende”, se entendera que
implican la inclusiéon de un componente o grupo de componentes pero no la exclusion de cualquier otro componente
0 grupo de componentes.

Ejemplo 1

Formulacién de KGI 1 (QHC), KGI 2 (703-matriz ISCOM), KGI 3 (todas las fracciones Quill A incluyendo QHA por
QHC) y BBE (QHA)

[0123] La estructura de la saponina de Quillaja se ilustra en la figura 1,1 mostrando que la fracciéon QHA carece de
una cadena de alcyl presente en QHC. La particula KGI 1 se basa en QHC en la zona derecha marcada en la figura
1,2. Esta fraccion de saponina es mas hidréfoba y mas litica de QHA siendo la saponina basica en BBE en el area
derecha de la cromatografia invertida marcada en la figura 1,2.

[0124] KGI se puede formular a partir de fracciones de saponina de Quillaja definidos o mezclas de varias fracciones
de saponina de Quillaja. Por lo tanto, KGI 1 esta hecho de fraccién de QHC, KGI 2 esta hecho de una mezcla de
QHA (7 partes) y QHC (3 partes) y KGI 3 es una mezcla de fracciones no separadas de Quillaja. También QHB se
puede convertir en una particula de matar cancer de KGI. BBE esta hecho de QHA. Las proporciones pueden
modificarse para adaptar las propiedades deseadas de matar o menos propiedades citotOxicas para enfatizar las
propiedades de diferenciacion.

Resultados

[0125] La formacion de particulas KGI y BBE se describen en Materiales y Métodos mas arriba y se basan en el
trabajo para la formulacion de ISCOM (Morein, Sundquist et al. 1984), y mas tarde para ISCOMMATRIX Morein et al.
2007. La estructura ISCOM de tipo jaula de 30-40 nm de didmetro se visualiz6 por microscopia electronica (EM)
(Figura 1,3). Las fracciones que, después de la ultracentrifugacion, que contiene estructuras ISCOM de tipo de jaula
son observadas por EM que tiene un coeficiente de sedimentacion de aproximadamente 20 S (véase Materiales y
Métodos)

Conclusién

[0126] Las particulas con varios efectos farmacoldgicos, pero con la misma morfologia se forman y facilmente se
prevén por EM y se definen por centrifugacion en gradiente que se utilizan como se describe en los siguientes
ejemplos. Estas particulas pueden ser utilizadas para modificar la respuesta inmune/propiedades de matar cancer y
como particula de administracion para diversas moléculas en el campo de la terapia del cancer.

Ejemplo 2
Efecto litico sobre las células rojas de la sangre (RBC) y células nucleadas

[0127] Es bien conocido que la saponina tiene efecto litico celular y por esta razén se ha probado como candidato
para el tratamiento del cancer (Wang, ZP 2005). El patrén de saponina de Quillaja después del fraccionamiento por
HPLC se muestra en la Fig. 1,1. En la presente invencién, QHC utilizado en formulaciones KGI 1, 2 y 3 particulas es
muy litico debido a la cadena de acilo graso (Fig. 2.1). En contraste, QHA utilizado en formulaciones BBE, particulas
de KGI 2 y 3 carecen de arido de cadena de acilo graso, por lo tanto, es practicamente no litico. Los glébulos rojos
se usan para medir los efectos liticos de las sustancias de su membrana celular causando un dafio que permite que
la hemoglobina se escape hacia fuera en el fluido de suspensién facilmente determinado por espectrometria (véase
Materiales y Métodos). El método es sensible y reproducible. El efecto litico de las sustancias en las membranas
celulares de las células nucleadas tiene que probarse por un método diferente. Hemos utilizado tincion con azul
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tripan. Los KGI libres tienen propiedades de saponina y son liticos por la interaccion con el colesterol en la
membrana celular que resulta en poros hexagonales de 6 nm. El tinte entra en las células dafiadas a través de estos
poros en la membrana celular. Estos poros causaran instante lisis de células y muerte de las células nucleadas. Por
lo tanto, una concentracion litica de saponina libre provoca una muerte celular instantanea en una cuestion de
minutos, por ejemplo 10 minutos se ha usado para delinear el efecto litico de otros mecanismos de muerte celular
gue requieren horas o dias, por ejemplo apoptosis. En particulas de KGI, la saponina esta fuertemente ligada al
colesterol e impide que la saponina en KGI interacte con el colesterol en la membrana celular previniendo la
formacion de poros y efectos liticos.

[0128] La célula cancerosa nucleada de U937 y las células neutréfilas normales a partir de sangre humana se
expusieron a formas libres y particulas de KGI y BBE.

Resultados

[0129] Los resultados de los analisis hemoliticos se resumen en la Tabla 2.1. BBE libre, siendo la materia prima
para las particulas de BBE, no caus6 efecto litico en dosis de hasta 50 pg/ml similar a la dosis de QHA reportada por
Roénnberg et al. (Ronnberg, Fekadu et al. 1995). La particula BBE no lisa RBC a concentraciones de hasta 100
pg/mil.

[0130] QHC, la materia prima en KGI libre 1 y presente en la particula KGI 1, lis6 RBC a una concentracion de 5
pg/ml. KGI 3 libre que contiene fracciones de saponina (QHA, B y C) lis6 RBC a una concentracion de 20 pg/ml. La
particula KGI 3 no provoco la lisis de RBC a una concentracion de 100 pg/ml (Véase la Tabla 2.1).

Tabla 2.1 Actividades citotdxicas y hemoliticas de diversas formas libres de saponina de Quillaja y formas
particulares, es decir, particulas KGI y BBE

Fraccion de Citotoxicidad LG50 (m g/l | Aetdad
P Formulacién/Forma | medida mediante azul alamar
fisi (Hg/ml)
isica
U937 DC RBC
QHA BBE > 1920 > 1920 >100
BBE libre * 31,8 ND 50
QHC KGI 1 0,8 24,3 100
KGl libre 1 ** 3,291 ND 5
QH-A (N+QH-CE) | ) 5 187 826
en una particula
Quill A no | KGI 3 14,1 625 100
fraccionada
*** gratuito KGI 3 12,4 ND 20
* Materia prima para BBE; ** Materia prima para KGI 1, *** Materia prima para KGI 3.

[0131] En la Tabla 2.2 el efecto litico de las células expuestas a las formulaciones KGI durante 10 minutos y
posteriormente se tifieron con azul de tripano se muestra. La concentracién mas alta utilizada para el tratamiento de
células cancerosas ha sido 50 pg/ml y las células nucleadas no fueron lisadas o muertas durante este periodo de
tiempo. En contraste, la forma libre lis6 las células nucleadas siendo 17 pg/ml para las células neutorfilicas y 27
pg/ml para las células cancerosas U937. Las células nucleadas no murieron dentro de los 10 minutos ni siquiera
después de una hora de exposicion a las particulas KGI 1 (no mostradas).

Tabla 2.2 efecto litico de libre KGI 1 y particulas KGI 1 en células cancerosas de U937 en neutrdfilos

detectados por tincién con azul de tripano. Las células se incubaron con las formulaciones KGI durante 10
minutos.
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Formulacion Células U937 (ug/ml en CL50) Neutrdfilos (ug/ml a CL50)
KGI 1 libre 27 17
KGI 1 >50 >50

Discusién y conclusion

[0132] Es esencial que los compuestos utilizados para el tratamiento del cancer matan las células cancerosas
selectivamente sobre las células normales y que la eliminacion de células cancerosas es eficiente en dosis bajas en
vista del problema de conseguir altas concentraciones en el sitio diana in vivo. El efecto litico es caracteristico de
saponina en forma libre y no un efecto toxico celular preferido para matar el cancer. Ademas, la forma libre es
lipofilica e interactia con la membrana celular en el sitio de administracién, causando la destruccion celular local y
una proporcién de la saponina esta atrapada en ese sitio. Las particulas KGI y BBE no lisan la membrana celular de
los glébulos rojos o células nucleadas en dosis "fisiol6gicas". Como cuestion de hecho, la dosis mas alta examinada,
es decir, 50 pug/ml no causo efectos téxicos liticos o instantaneos, mientras que las formas no particuladas (libres) de
la saponina de Quillaja causaron efecto litico y téxico celular en concentraciones considerablemente mas bajas.

[0133] La forma libre de KGI lisa los glébulos rojos y mata las células nucleadas dentro de 10 minutos en dosis
comparativamente bajas. Como se muestra en el Ejemplo 7, KGI 1 mata las células cancerosas a una dosis
fisiolégica baja de 2 pg/ml o incluso menos siendo menor que las concentraciones liticas o de membrana
perjudiciales de la forma saponina libre. Incluso altas dosis de 50 pug/ml de KGI 1 requirieon horas para matar las
células cancerosas que subrayan fuertemente otro mecanismo implicado en la destruccion de células cancerosas
que el efecto dafiino de la membrana litica. Se ha de tomar nota de que efecto litico de células era similar para las
células cancerosas y las células de neutréfilos normales. Por lo tanto, es una gran ventaja que las formas en
particulas evaden la muerte litica no discriminada de células normales y cancerosas. Ademas, el efecto litico causa
efectos secundarios locales y menos biodisponibilidad atrapando las cantidades sustanciales inyectadas de los
compuestos en el sitio de inyeccion. Por lo tanto, es una caracteristica innovadora que produce particulas de
saponina de Quillaja para la terapia del cancer. La forma de particulas es por lo tanto también un sistema de
administracion farmacolégica.

Ejemplo 3
KGI 1 mata selectivamente las células cancerosas

[0134] Este ejemplo demuestra que la particula de KGI 1 mata selectivamente las células tumorales sobre las
células normales medidas por el método de azul de Alamar. Una linea celular de monoblasto maligno (U937) fue
seleccionada como célula tumoral para la comparacion con una célula normal es decir, células dendriticas derivadas
de monocitos (DCS) (véase Materiales y Métodos). Un componente de saponina activa en KGI 1 es QHC (KGI 1
libre) aislado de Quill A disponible comercialmente, que se origina del arbol Quillaja saponaria Molina. KGI libre, es
decir, fraccion QHC es altamente hidrofébica en comparacién con la fraccion QHC es decir, BBE libre como se
muestra en la Fig 3.1 (cromatograma HPLC de Quill A). El QHC difiere de QHA por una cadena de alcilo carente de
QHA, lo que explica la mayor hidrofobicidad de QHC y su efecto litico (Fig 3.2).

[0135] Las células tumorales: lineas celulares de monoblasto (THP-1, U937 y U-937-1) y las lineas celulares de
mieloma (LP-1 y Jurkat) obtenidas del hospital académico Uppsala, se expusieron a KGI 1.

Resultados

[0136] KGI 1, formulada como se describe en Materiales y Métodos, mata el tumor como se indica anteriormente y
en la Tabla 3.1. Las cinco lineas celulares tumorales enumeradas murieron por KGI 1 a una concentracion de CL50
gue varia de 0,8-10 pug/ml (Tabla 3.1 y Fig 3.1), mientras que la CL50 de DCs normales es de 24,3 (Fig 3.2). Por lo
tanto, se requiere una concentracion 30 veces mayor de KGI 1 para matar las células normales.

Tabla 3.1
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Nombre de célula Dosis de saponina (ug/ml) en CL50

Quil A KGI 3 KGI 1libre | KGI1 BBE

Células cancerigenas

Jurkat 0,488 ND 10 10 ND
THP-1 ND ND 0,939 0,875 ND
U937 12,426 | 14,073 3,219 3,068 >1920
u937-1 ND ND 1,761 1,601 ND
LP-1 ND ND 1,897 1,998 ND

Células humanas normales

DC ND 625 ND 24,322 >1920

Neutrdfilos (lisis aguda) ND ND 28,551 >50 (5 horas) ND

Discusién y conclusion

[0137] Los inventores han identificado una fraccion de saponina de Quillaja que en la forma de particulas, KGI 1,
mata selectivamente las células tumorales. En este caso la célula de monoblasto U937 murié a una concentracion
gue es 30 veces menor que una concentracion necesaria para matar a la célula normal. El efecto de alta matanza
puede ser localizada a una fraccion hidréfoba de un diagrama de fase inversa de saponina de Quillaja. En contraste,
la fraccion mas hidréfila QHA (Fig 1,1 y 1,2) no esta matando el cancer o las células normales a dosis pertinentes.

[0138] Por lo tanto, KGI 1 es un candidato para la terapia del cancer como se fundamentara en los siguientes
ejemplos.

Ejemplo 4

BBE no es toxico para las células nucleadas

[0139] La fraccion comparativamente hidréfila de QHA (BBE libre) a partir de un diagrama de fase inversa (Fig 1,1y
1,2) se incorporé en las particulas BBE y se ensayaron para determinar su efecto letal sobre el cancer o las células
normales y se encontrd no citotoxica (Figs, 4,1y 4.2).

Resultados

[0140] Particulas BBE no mataron el cancer (Fig. 4.1) o células normales (Fig. 4.2) a dosis pertinentes, es decir, a
concentraciones ensayadas hasta 1920 pg/ml.

Discusién y conclusion

[0141] Este ejemplo demuestra que una particula BBE esta virtualmente libre de citotoxicidad es decir, bien
aceptada por células tanto normales como tumorales. La particula BBE no mata el tumor o las células normales en
cualquier concentracion ensayada hasta 1920 pg/ml (Fig 4.1 y 4.2). Una diferencia es que la saponina en BBE
carece de una cadena alifatica que también explica el bajo efecto litico de la forma libre de la sustancia activa QHA
(véase el Ejemplo 2, Tablas 2.1 y 2.2). La particula BBE sera Util para moderar o modular la actividad de particula
KGI en vista de su efecto modulador, por ejemplo, mediante la estimulacion de la produccién de citoquinas.

Ejemplo 5

BBE bloquea el efecto de matar células de KGI

[0142] Este ejemplo muestra que BBE bloquea la matanza de KGI 1. La diferencia mas prominente es que la
saponina en KGI 1 tiene una cadena de alcilo mientras que la saponina en BBE carece de esa cadena (para mas
detalles véase ejemplos 1, 2 y 4)

Resultados
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[0143] Una concentraciéon constante de KGI 1 de 77 pg/ml se incubd con una concentracion creciente de BBE y
aplicada sobre las células cancerosas U937. El efecto tdxico celular de KGI 1 fue bloqueado en una proporcién de
10:1 (KGI 1: BBE). Es probable que el efecto de bloqueo sea mediado por receptores como lo revela la curva de la
Fig. 5.1.

[0144] EI efecto de bloqueo es eficaz en vista de la concentracién constante alta KGI 1 de 77 ug/ml utilizado,
teniendo en cuenta que se trata de CL50 en células U937 es so6lo 0,8 pg/ml.

Discusién y conclusion

[0145] Los inventores han identificado una sustancia en forma de particula KGI 1 que mata selectivamente las
células tumorales. Se ha identificado otra sustancia formulada como particula BBE que bloquea el efecto de matar
por KGI 1, tanto en células tumorales como en células normales (no mostradas), es decir, se crea un sistema de
matar un tumor, que puede ser la toxicidad con eficacia moderada si debe ocurrir. Cabe sefialar que las sustancias
activas QHC y QHA en este ejemplo estan presentes en diferentes particulas, a saber KGI 1 y BBE. Es probable que
el receptor de bloqueo de promocién de la muerte de las células cancerosas es diferente del receptor de la
promocion de la activacion y diferenciacion de las células normales y cancerosas.

Ejemplo 6

[0146] KGI y BBE son sistemas de administracion, el efecto de la presentacion de las sustancias activas en una o
dos particulas diferentes se analiza en células normales y cancerosas.

[0147] El ejemplo 5 muestra que la sustancia activa QHA en una particula separada de BBE bloquea el efecto de
célula toxica de KGI 1 que contiene otro saponina activa, es decir, QHC. Este efecto de bloqueo es probablemente
debido al bloqueo a través de uno o mas receptores.

[0148] KGI 2 alberga las dos sustancias activas de saponina QHC, la sustancia activa de KGI 1, y QHA siendo la
saponina activa de BBE. Este Ejemplo ilustra que estos dos componentes en una y la misma particula combinan y
moderan los efectos de cada uno de los componentes. El ejemplo también muestra que los mismos componentes
co-administrados en particulas separadas moderan y modulan la respuesta de las células expuestas.

Particulas de tipo KGI 2 tenian diferentes proporciones de QHA/QHC en las proporciones 7:3, 7,5: 2,5 0 9,5:0,5
preparado como se describe para KGI 2 (703) con diferentes proporciones del material de partida. La supervivencia
celular se midié6 mediante AlamarBlue (véase Materiales y Métodos).

[0149] En el experimento ilustrado en la Fig 6.2, el KGI 2 (703) se incubd con células cancerigenas U937 durante 48
horas y de forma similar con DC inmaduras humanas (Fig 6.3).

[0150] Las células normales de los mamiferos tienen diversas tareas para sostener la vida animal o humana. Una
poblacion DC proviene de monocitos. En este ejemplo, las células sanguineas periféricas humanas han sido
tratadas con IL-4 y GMC-SF para obtener una poblacion DC inmadura derivada de monocitos obtenida a partir de 3H
biomédica (Uppsala, Suecia). Para obtener informacion detallada utilizada en este ejemplo, consulte Materiales y
Métodos. Este ejemplo demuestra que varias formulaciones KGI y BBE activan DC humanas inmaduras para
madurar y expresar un marcador DC CD86 que es una molécula de DC activadas que se comunican a linfocitos a la
diferenciacion y activacion a células efectoras.

[0151] Las diferentes formulaciones de KGI y BBE son KGI 1 que contiene solamente KGI 1; KGI 2 preparado a
partir de 70% de QHA (materia prima de BBE) y 30% de QHC (materia prima para KGI 1) en una misma particula;
KGI 3 contiene una mezcla de fracciones de saponina de Quillaja en forma de Quill A; sélo la BBE y la formulacion
BBE + KGI 1 esta compuesta de 80% de particulas BBE y de particulas KGI 1 al 20%, es decir, cada compuesto en
particulas separadas. Los estudios iniciales han demostrado que la concentracion de tratamiento debe ser fluido de
cultivo celular 1 g/ml para KGI 1, KGI 2 y KGI 3, mientras que para BBE y BBE + KGI 1 la concentracion debe
utilizarse a 10 g/ml. Para mas detalles, véase Materiales y Métodos.

Resultados

[0152] Las formulaciones de tipo KGI 2, con las diferentes proporciones de QHA: fracciones QHC que varian desde
7:3, 7, 5:2,5 incubadas durante 2 dias, maté las células cancerosas U937 a las concentraciones de 20 a 100ug/ml.
La dilucién de la fraccion QHC activa con la fracciéon QHA de 0,5 a 9,5 eliminé completamente la actividad citotoxica
dentro del tiempo de incubacion de 48 horas (Fig 6.1). Estos resultados deben compararse con los dados en el
Ejemplo 5.

[0153] Un segundo experimento demuestra que KGI 2, combinando fracciones de saponina QHA y QHC, la particula
en la proporcion QHA:QHC 7:3 mata la célula tumoral U 937 en CL50 de 18,7 g/ml (Fig 6.2), que es 23 veces mayor
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que la CL50 de KGI 1. las DCs humanas normales requeridas a una concentracion 44 veces mas alta de KGI 2 para
la muerte celular de las células cancerosas U937, es decir, LC 50 de 826 ug/ml (Fig 6.3).

[0154] En la Tabla 3.1, el efecto de matar las células cancerosas por diferentes particulas KGI en varias células
cancerosas, medidas por el método AlamarBlue o azul Tripan para las células neutrofilicas humanas normales. En
general, se puede concluir que varias células cancerosas diferentes son sensibles a las formulaciones KGI e incluso
mas sensibles que las células U937. Las células U937 en esta solicitud se utilizaron como modelo para mas en
estudios fundamentales.

[0155] Una actividad activadora y diferenciadora se muestra en la Fig 6.4. KGI 2 en la dosis fisiolégica baja de
1pg/ml, indico la proporcién mas alta de células positivas CD86 (67,3%) que indica un efecto sinérgico entre KGI 1y
componentes BBE en una y la misma particula es decir, la particula KGI 2. También muestra que las particulas KGI
y BBE son particulas de suministro de soporte, es decir, KGI 2 ofrece 2 componentes.

BBE indujo la misma proporcion de células positivas CD 86 como LPS; mientras que la formulacion BBE + KGI 1
indujo 65,8%. Las dos Ultimas formulaciones requieren una dosis mayor de 10 veces, es decir, 10 g/ml de KGI 2.

Discusién y conclusion

[0156] Las formulaciones KGI 1, KGI 2 y KGI 3 son sistemas de suministro que combinan dos componentes y
potencialmente mas diferentes con diferentes propiedades. En este ejemplo, se combinaron dos propiedades
diferentes resultando en un efecto completamente diferente de la muerte del cancer. Simplemente, la mezcla de los
dos compuestos diferentes, es decir KGI 1 y BBE confinados a diferentes entidades (particulas) como se describe en
el Ejemplo 4, moderan la actividad mediante bloqueo. La combinacion de las dos sustancias en una misma particula
KGI (KGI2) redujo la toxicidad en una forma de dilucién, es decir, reduccion de la densidad de los ligandos KGI 1
puesto que el bloqueo no se puede lograr con diferentes componentes en una misma particula. Los efectos
mencionados se registraron tanto en cancer como en células normales. Aunque la toxicidad de KGI 2 para una
célula cancerosa se redujo en comparacion con la de la particula KGI 1 el margen de efecto toxico en una célula
humana normal (DC) a una célula cancerosa (U937) aument6 en 30 veces (KGI 1) a 40 veces (KGI 2). Es
concebible que el efecto de diluciéon sea causado por una menor avidez a medida que se reduce el nimero de
interacciones ligando-receptor que inducen la muerte celular. El efecto citotdxico es muy probablemente ejercido por
una diferente constelacion de receptor de ligando que el que media el efecto de bloqueo. En la particula KGI 2 u
otras particulas similares, es posible combinar la capacidad de modulacion de BBE y el efecto letal de KGI 1
mediante el aumento de la CL50 de 0,8 g/m de KGI 1 a 18,7 g/ml en KGI 2 y adn asi mantener o aumentar un alto
margen entre la toxicidad de las células cancerosas y células normales, por ejemplo una diferencia de 40 veces. Es
probable que tenga un comportamiento clinico in vivo. El efecto de eliminacién de células cancerosas de KGI 1 se
reduce linealmente por el efecto de bloqueo de BBE, pero la capacidad de diferenciacién ejercida por ambas
particulas no se cambia sustancialmente como se puede leer de los experimentos realizados hasta ahora. La
flexibilidad de estos hallazgos hace posible adaptar la toxicidad y la activacion-diferenciacion de las células
cancerosas al comportamiento celular normalizado con un final programado con apoptosis. Es de notar que ambas
formulaciones, es decir, dos sustancias en la misma particula o las dos sustancias en particulas separadas, tienen
probablemente un valor clinico. Por ejemplo, KGI 1 mata las células cancerosas a una concentracién demasiado
baja que puede obstaculizar otras propiedades tales como diferenciacion, activacion de células cancerosas que
terminan con apoptosis de muerte celular programada, que pueden tener efectos sobre los efectos de espectador,
es decir, efectos en células adyacentes que no se exponen directamente (véase ejemplo 7). Por ejemplo, esta bien
establecido que en el sistema inmunitario, los DC liberados liberan componentes que estimulan en cruzado DCs
adyacentes.

La apoptosis (véase Ejemplo 7) es menos dramatica para el individuo que la muerte celular por necrosis, evitando
asi los efectos toxicos de las células que causan enfermedad en los individuos tratados. La apoptosis de las células
cancerosas es, por lo tanto, atractiva en la terapia del cancer. En este contexto, se puede anticipar que las células
cancerosas muertas liberan componentes inmunogénicos que pueden iniciar la proteccion inmunitaria bajo la
influencia de componentes activos que mejoran el sistema inmunitario, como los que tienen particulas que contienen
KGI y BBE. Por lo tanto, la particula KGI es un sistema de suministro que abre la posibilidad de adaptar la muerte
celular o de integrar otras sustancias con diversas actividades contra el cancer. Tales sustancias deben actuar
preferentemente sobre otros principios como, por ejemplo, las células que matan taxol, sobre el dafio al
citoesqueleto o la vitamina A o D, promoviendo la diferenciaciéon a través de diferentes mecanismos que las
particulas KGI o BBE. La particula KGI demuestra una capacidad de suministro que no esta limitada a los
componentes utilizados en este ejemplo. En conclusion, los diversos KGI o KGI en combinaciéon con otros
compuestos, por ejemplo, BBE en forma libre o en forma de particulas, eliminan selectivamente células cancerosas
sobre células normales (Tabla 3.1).

[0157] La formulacién KGI 1 activa - estimula la célula cancerosa U937 para producir IL8 y apoptosis pero no a la
muerte celular caracterizada por necrosis (véase el Ejemplo 7). Otras formulaciones de KGI como KGI 2 y 3
requieren una concentracidn mucho mayor para matar células normales y de cancer y todavia hay un margen de
seguridad de 30 a 40 veces para las células normales (véanse los ejemplos 5 y 6). En este ejemplo se ilustra que
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una elevada proporcion de DC inmaduros normales se estimula a DCs maduras, expresando CD86. Se ha
encontrado que mediante la combinacion del compuesto activo QHA o BBE con QHC siendo el componente de
saponina en KGI 1 en una y la misma particula se grabé un efecto sinérgico, es decir, la baja dosis de 1 mg/ml de
KGI 2 indujo la mayor proporciéon de células positivas CD86. BBE que requiere 10 pg/ml se utilizé a una
concentracién de 0,8 g de fluido de cultivo de células del compuesto activo en combinacion con 0,2 mg/ml del
compuesto activo KGI 1 en la formulacion KGI 2. Ambos componentes activos eran considerablemente mas bajos
que los requeridos por cada uno de los componentes utilizados por sus propios medios. Es decir, la concentracién
de compuesto BBE se redujo mas de diez veces y la del compuesto KGI activo se redujo cinco veces en la particula
KGI2 proporcionando un efecto aumentado. El KGI 3 que contiene un ndmero de fraccion de saponina Quillaja no
indujo en este ejemplo la expresién de CD86, mas bien la inhibia. Se requieren mas experimentos para confirmar si
existe un efecto inhibidor de KGI3 con respecto a la expresion de CD86.

[0158] En conclusién, se muestra un efecto sinérgico inesperado medido por maduracién de DCs humanos cuando
dos componentes en la particula KGI 2 interactian con células que enfatizan perspectivas valiosas para las
particulas KGl y BBE como sistemas portadores dirigidos a células a través de receptores. Ya que se propone que el
efecto de matar el cancer por particulas KGI y/o BBE actle a través de la activacion y la diferenciacion, que deberia
ser posible analizar en las células normales. Cabe sefalar que las células cancerosas son muy diferentes y un
sistema de eliminacion de células cancerosas donde las propiedades de orientacion pueden ser cambiadas da lugar
a nuevas posibilidades para el tratamiento del cancer.

Ejemplo 7
Analisis del efecto KGI 1 contra el cancer mediante la aplicacion de diferentes sistemas de deteccion

[0159] Saponina Quillaja en la forma particulada de KGI mata las células cancerosas en concentraciones mas bajas
de 30 a 40 veces que las células normales (Ejemplo 3). En este ejemplo, la muerte de células cancerosas se ha
analizado por varios métodos, incluyendo la tincion con azul de tripan, la inhibicion metabdlica enzimatica por el
método de AlamarBlue, los cambios necréticos visualizados por tincién con yoduro de propidio y por apoptosis
mediante tincion con Anexina V, como se describe en detalle en Materiales y Métodos . La tincién con azul tripan de
células en relacion con los tratamientos es informativa para establecer el nimero de células y la viabilidad se
determina hasta 9 dias (Figs 7.1, 7.2). Baja dosis de KGI 1 (2 pg/ml) causé muerte de cancer celular después de un
periodo mas largo, mientras que una dosis alta (25 mg/ml) muerta dentro de un periodo mas corto (Fig. 7.3) y
desencadena la apoptosis mas rapida (Fig. 7.6). En este ejemplo, la muerte celular se mide por el método del azul
de tripan. Se correlacion6 con la muerte celular programada, es decir, la apoptosis después de la salida de las
células del ciclo celular. El ciclo celular es la base para la replicacién celular, y es significativo para las células
cancerosas que permanecen en el ciclo celular para una replicaciéon continua. Una salida del ciclo significa que las
células pueden iniciar la activacion hacia la produccién en este caso la produccion de citoquinas (Ejemplo 10) y
finalmente progresar a una muerte celular programada como se demuestra en este ejemplo. Hemos utilizado un
ensayo de quinasa de timidina (TK) para indicar si las células tratadas estan en la fase de replicacién, es decir, en el
ciclo celular o se escaparon del ciclo (Ejemplo 9) y entraron en la via que conduce a la capacidad de produccién y
finalmente a la apoptosis.

[0160] La capacidad de KGI 1 para matar la célula cancerosa U937 se analiza mediante el método de tinciéon con
azul tripano (véase Materiales y Métodos) en los siguientes experimentos:

Las células U937 se sembraron en placa de microtitulacion con 2 g/ml KGI 1. En una serie de cultivos, las células
se expusieron a KGI 1 de forma continua durante 9 dias (Fig 7.1). El nimero de células se ajust6 a 1 x 108/ml
cada 3 dias en medio fresco que contiene la misma concentracion de KGI 1. En cada ocasién se calculé el
nimero acumulado de células.

[0161] En un segundo conjunto de cultivos, el tratamiento de KGI se termin6 después de 3 dias por la sustitucion del
medio sin KGI 1 (Fig 7.2). El nimero de células se ajust6é a 1 x 10%/ml en cada ocasién en que se cambié el medio.
Se calculé el nimero acumulado de células.

[0162] Las células cancerosas de U937 fueron expuestas a la dosis alta de 25 g/ml de las formas libres o de
particulas de KGI 1 y se tomaron muestras como se indica en la Fig 7.3. Las células se tifieron con azul de tripany
la viabilidad se conté mediante microscopia. La viabilidad celular se expresa como porcentaje de las células viables
del control celular.

[0163] Para comparar la citotoxicidad, las células cancerosas U937 fueron expuestas a la dosis fisiolégica baja de 2
mg/ml de formas libres o de particulas de KGI. 1 como se indica en la Fig 7.4. Las células se tifieron con azul Tripan.
La viabilidad se expresa como porcentaje de las células viables del control celular.

[0164] Las células cancerosas de U937 se expusieron durante 12 dias a las dosis bajas de 0,5 g/ml 0 a 2 g/ml de
KGI 1 como se indica en la Fig. 7.5. El nimero de células se cont6 después de la tincién por el método de azul
Tripan.
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[0165] La capacidad de KGI 1 particulado para inducir la apoptosis se analizé en células cancerosas U937. Las
células fueron expuestas durante 120 horas a KGI 1 a las concentraciones de 2 mg/ml o a 25 pg/ml (Fig. 7.6). El
namero de células positivas a la anexina V (Fig. 7.6) y células necréticas de yoduro de propidio (PI) (Fig. 7.7) se
determinaron simultaneamente por FACS (véase Materiales y Métodos). Las células cancerosas U937 fueron
expuestas durante 120 horas a KGI 1 a las concentraciones de 2 mg/ml (M2) hasta 50 pg/ml (M50).

[0166] En la Fig 7.8, se expusieron células U937 durante 120 horas a KGI 1 a concentraciones de 2 mg/ml hasta 50
mg/ml. Las células se muestrearon y se tifieron con yoduro de propidio y Anexina V como se indica en la figura. Las
proporciones de células afectadas fueron determinadas por FACS. Los detalles se dan en Materiales y Métodos.

Resultados

[0167] La viabilidad de las células cancerosas U937 después de un tratamiento prolongado con KGI 1 se muestra en
la Fig. 7.1 y 7.2. Un tratamiento interrumpido de células cancerosas con una dosis fisioldgica baja de 2 mg/ml de KGI
1 era tan eficiente para la inhibicién de la proliferacién y matar a las células cancerosas como el tratamiento
continuo. El nimero de células se habia disminuido a virtualmente ninguna célula viable después de 9 dias de
incubacion. El nimero de células no tratadas se aument6 de 1 millon/ml a 3 millones/ml durante el cultivo durante 3
dias. El nimero de células tratadas se reduce a menos de 0,5 x 108/ml después de 3 dias de cultivo y se disminuy6
aln mas durante los 9 dias de cultivo (Fig. 7.1y 7.2).

[0168] La alta dosis de 25 g/ml de la forma libre de KGI 1, es decir, fraccion QHC de Quill A maté rapidamente las
células es decir, dentro de 3 horas, mientras que la concentracion de la particula KGI 1 requiere mas tiempo, es
decir, 24 horas para matar una alta proporcion de las células cancerosas.

[0169] La dosis fisiolégica baja 2 pg/ml de la forma libre de KGI 1, es decir, fraccion QHC de Quill A no maté a las
células dentro de 60 horas, mientras que la concentracion de la particula KGI 1 comenz6 a matar a las células
cancerosas después de 24 horas de cultivo y continud durante el periodo de cultivo experimental de 60 horas,
cuando la viabilidad celular habia disminuido al 20%. A esta concentracion, la forma libre no particulada fallé6 durante
el periodo de cultivo de 60 horas para reducir el nimero de células cancerosas. Esta concentracion no es litica
celular.

[0170] La muy baja dosis de 0,5 g/ml de particulas KGI 1 redujo el nUmero de células en comparacion con las
células no tratadas, mientras que la dosis fisioldgica de 2 g/ml de particula KGI 1 maté a todas las células
cancerosas dentro de los 12 dias de cultivo (Fig. 7.5).

[0171] La induccién de la muerte celular programada (apopt6tica) se muestra en la Fig. 7.6. La concentracion de 2
pg/ml de KGI provoco poblacion incrementada de células U937 apoptoticas con un nivel de pico después de 24
horas de exposicién. La concentracién mayor, es decir, 25 g/ml de KGI aument6 ain mas la proporciéon de células
apoptoticas con niveles de pico después de la exposicién durante 12 y 24 horas.

[0172] La induccidn de células necréticas (Fig.7.7). En contraste con el efecto de las particulas KGI 1 en la induccién
de la apoptosis no hubo efecto sobre la muerte celular necrética. Esto es, no habia diferencia en la proporcion de
células necroéticas entre las células tratadas con diversas dosis del KGI 1 en particulas y las células de control no
expuestas a KGI 1.

[0173] Fig. 7.8 muestra las células cancerosas U937 tratadas con KGI 1 a lo largo del tiempo manchan tanto para
yoduro de propidio (PI) como Anexina V durante el periodo experimental durante 120 horas a las concentraciones de
2 mg/ml hasta 50 mg/ml. El aumento de la concentracion y con el tiempo indujo un aumento de la poblacion de
células tefiidas para efectos tanto necréticos como apoptéticos. Los controles mostraron menores proporciones de
células tefiidas tanto para apoptosis como para necrosis. Inicialmente, las células tratadas con KGI 1 se tifieron
principalmente y sélo para la anexina V, pero con el tiempo las células se tornaron necréticas y se tifieron de forma
doble.

Discusiones y conclusiones

[0174] Una dosis baja (2 g/ml) de tratamiento KGI 1 de células U937 reduce drasticamente el nimero de células
después de 3 a 6 dias. Después de 12 dias, practicamente no quedan células cancerosas viables. Una alta dosis de
KGI (25 g/ml) mata todas las células cancerosas dentro de 36 horas. En el ejemplo 3, hemos demostrado que las
células cancerosas U937 son 30 a 40 veces mas sensibles que las células normales. Una vez que se induce la
muerte de las células cancerosas (véase Fig. 7.2 y 8.1), no hay retorno ya que la eliminacién del KGI 1 del cultivo no
detiene el avance a la muerte celular (véase también el ejemplo 4). Las células normales tienen un destino de
muerte programada (apoptosis) que no causa sintomas adversos. En este ejemplo, podriamos demostrar que la
apoptosis prominente fue inducida por KGI 1. La proporcion de células apoptoticas se aumentd hasta 24 horas de
exposicion. Una dosis baja de 2 mg/ml de KGI 1 provoco la apoptosis mas prominente después de la incubacion
durante 24 horas.
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[0175] Con el tiempo, la proporcion de células positivas a la anexina V se disminuye y la proporcion de células que
tifien tanto para la anexina V como para Pl se aumenté. El tratamiento con KGI 1 provocé una poblaciéon de células
doblemente positiva mas grande que los cultivos no tratados. La poblacion de células doblemente tefiidas proviene
de células necréticas o apoptéticas. Inicialmente, s6lo habia una proporcién baja de células Pl positivas iguales en
las poblaciones de células tratadas y no tratadas. Por lo tanto, es probable que la alta proporcién de células dobles
positivas después del tratamiento con KGI se origine de una poblacion inicialmente apoptética.

[0176] La actividad TK cesada después de la exposicion a KGI 1 (Ejemplo 9) coincide con el sentido de que las
células cancerosas U937 inician la produccion de la citoquina IL-8. La produccién de IL-8 se usé como un indicador
para la activacion de las células cancerosas a una fase de produccién provocada por KGI 1 como se muestra en el
ejemplo 10. El efecto estimulador esta proximo a la concentracion en la que KGI 1 esta matando las células
cancerosas. Un escenario innovador e interesante es que el efecto estimulador lleva a las células tratadas con KGI 1
fuera del ciclo celular hacia una fase de produccion hasta el destino inevitable de las células productoras normales a
la muerte apoptética final programada. Las formulaciones de KGI nunca han sido capaces de estimular la
proliferacion celular. Un proceso de eliminacién de células cancerosas tiene una fuerte ventaja sobre la eliminacion
de células cancerosas por citostatica o irradiacién sin sintomas o0 al menos los efectos secundarios se minimizan.

Ejemplo 8

[0177] KGI 1 causa la muerte de la célula de cancer que no permite que las células vuelvan a drogas de replicacion
incontrolada usadas para el tratamiento del cancer pueden tener un efecto bueno inicial, pero después de un
tratamiento continuo el efecto de eliminacion de células cancerosas puede revertir y las células comienzan una
replicacién incontrolada. Por lo tanto, es esencial que las células cancerosas tratadas no vuelvan a una proliferacion
celular incontrolada. El Ejemplo 7 muestra que KGI 1 mata células cancerosas incluyendo un mecanismo de
apoptosis. Este ejemplo demuestra que después de un cultivo prolongado de las células cancerosas U937 tratadas
con KGI 1, las células no vuelven a la replicacion, mas significativamente, incluso después de un tratamiento
interrumpido con una dosis fisiolégica baja.

[0178] Las células U937 fueron cultivadas con 0,5 g/ml o con 2 mg/ml de particulas KGI 1 durante un periodo de 12
dias y tasas de supervivencia celular se compararon con la de las células no tratadas cultivadas bajo las mismas
condiciones de tincién con azul tripAn como se ha descrito en Materiales y Métodos.

[0179] En el siguiente experimento (Fig. 8.2), el tratamiento de las células U937 sincronizadas con una
concentracion de 2 g/ml de KGI 1 se interrumpié después del cultivo durante 72 horas mediante la sustitucion del
medio que contiene KGI 1 con medio fresco sin KGI 1. Cada tres dias, el medio se cambié para promover el
crecimiento celular. Después del cultivo durante 12 dias, se contd el nUmero de células viables después de tincion
con azul Tripan.

Resultados

[0180] El nimero de células cancerosas de U937 continuamente expuesto a KGI 1 a una concentracion de 2 mg/ml
primero se aumento y luego se disminuyé de manera constante a partir de un punto de tiempo de entre 1y 3 dias. Al
final del periodo experimental de 12 dias, se registr6 menos del 10% de células vivas (Fig. 8.1). Después del
tratamiento con 0,5 g/ml de KGI 1 hubo un aumento inicial del nimero de células seguido por una reduccién a la
mitad desde el dia 3 después del punto de partida y luego el nimero de células fue significativamente menor que la
del no tratado. Las células de control alcanzaron un nimero de células tres veces desde el principio. Asi, después
del tratamiento de las células con KGI 1 después de un periodo inicial de replicacién, el nimero de células viables
disminuyé después con las bajas concentraciones fisiologicas de KGI 1.

[0181] Fig. 8.2. Muestra que KGI 1 inhibe la proliferacién y mata la célula cancerosa U937, y las células no vuelven a
la proliferacién durante los 12 dias de cultivo incluso después de la eliminacion de KGI 1 en el dia 3.

Discusion y conclusion

[0182] Ejemplo 3 presenta y discute el efecto de matar el cancer ejercido por KGI 1. En este ejemplo, podemos
sacar la conclusién de que las células tratadas con una dosis baja y fisioldgica de 2 g/ml KGI 1, incluso después del
tratamiento interrumpido, no volvera a proliferacion celular.

[0183] El tratamiento con 0,5 pug/ml de KGI 1 redujo el nimero de células significativamente en comparacién con el
de las células de control no tratadas. Después de un periodo inicial de replicacién, el nimero de células viables se
disminuyé. Es probable que el recuento de células viables en los cultivos tratados con la concentracion mas baja
(0,5 g/ml) de KGI 1 células indique que sobreviven en la ausencia de replicacién.

[0184] En conclusion, las células cancerosas U937 expuestas a KGI 1 a baja concentracion fisiolégica no se
convierten en replicaciéon no controlada, pero el nimero de células se deteriora constantemente.
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Ejemplo 9
Las células cancerosas tratadas con KGI 1 salen del ciclo celular

[0185] El Ejemplo 7 demuestra que KGI 1 mata células cancerosas incluyendo un proceso de apoptosis, y el
ejemplo 8 muestra que la muerte de células cancerosas es irreversible. El Ejemplo 10 muestra que KGI 1 guia las
células U937 para entrar en una fase de produccion sin afiadir un agente activador o diferenciador de células como
el forbol-12-mirrestato-13-acetato (PMA) como se requiere para otros agentes (Baldridge, Cluff et al., 2002). El ciclo
celular gobierna la replicacion celular (Fig. 9.1). En la fase S, al principio del ciclo, se construye el ADN de las células
hijas. Uno de los bloques de construccién de ADN es el nucleétido de timidina. La timidina requiere la enzima
quinasa de timidina (TK) para su fosforilacion. Por lo tanto, esta enzima tiene que preceder a la fase S que esta
disponible. Aqui se utiliza la actividad TK para explorar si KGI 1 influye en el ciclo celular de las células U937 y si las
células tratadas con KGI 1 permanecen o salen del ciclo. La persistencia de las células tratadas con KGI 1 en el ciclo
celular se analiza en este ejemplo detectando la actividad de TK en el tiempo, correlacionando la actividad de TK
con la inhibicién del metabolismo celular de cancer (registrada mediante la prueba de AlamarBlue) eliminando
(medido por la tinciéon de exclusion de tripan azul) y en la discusion con apoptosis. EI metabolismo celular, la
replicacién y la actividad TK de las células no tratadas se utilizaron para registrar las células cancerosas que
gquedaban en el ciclo.

[0186] Se sembraron un millén/ml células U937 en placa de microtitulacion para los experimentos llevados a cabo
en este ejemplo. El intento de sincronizar las células U937 en el ciclo celular se hizo mediante la privacion de las
células durante 22 horas mediante la reduccion de la concentracion de suero fetal de ternera en el medio de cultivo
celular de 10% a 0,5% como se detalla en Materiales y Métodos. Se midi6 la actividad de TK y las comparaciones se
hicieron entre las células tratadas con particulas KGI 1 a las concentraciones de células de 2 pg/ml 0 25 pg/ml y no
tratadas. Las mediciones se realizaron a intervalos de hasta 5 dias como se describe en las figuras 9.2 y 9.3 y los
efectos se detallan en los resultados. En la Fig 9.4 se comparé la reduccion de la actividad de TK, medida en el
lisado celular, después del tratamiento de las células U937 con KGI 1 en particulas con las mismas concentraciones
de KGI 1. Las muestras se ensayaron diariamente en lisado celular 120 horas después del tratamiento de 108/ml de
las células tratadas con 2 pg/ml (M2), 10 pg/ml (M10), 25 pug/ml (M25) 50 pg/ml (M50). En la Fig 9.5 se midi6 la
actividad de TK en el fluido de cultivo celular después del mismo tratamiento con KGI 1 libre y en particulas como se
muestra en la Fig 9.4.

[0187] En la Fig. 9.6. la actividad TK se analiz6 en las células cancerosas U937 sincronizadas expuestas a 2 ug/ml
de KGI 1 para 0, 2, 8,18 y 24 horas. Los controles no tratados se muestrearon a 0, 8 y 24 horas.

[0188] Fig 9.7. Células U937 sincronizadas se expusieron a 2 ug/ml de KGI 1 para 2,8, 18 y 24 horas. Los controles
se muestrearon a las 8 y 24 horas. Las células viables se contaron después de tincion con azul Tripan.

[0189] Fig. 9.8. La inhibicién de las células metabdlicas (azul alamar) y muerte celular (azul de tripano) se midieron
en células U937 sincronizadas después del tratamiento durante 24 horas con 0,5 ug/ml o 2 mg/ml de particulas KGI
1 o KGl libre.

Resultados

[0190] La actividad de los TK de las células tratadas se redujo en comparacion con la de los controles no tratados
durante los 5 dias de cultivo. La reduccion de la actividad TK después del tratamiento con la dosis alta de 25 mg/ml,
de KGI 1 es prominente después de 24 horas y para la dosis baja de 2 pg/ml de KGI 1 después de 48 horas (Fig
9.2). La actividad TK de las células tratadas también se registra como porcentaje de las células no tratadas Fig. 9.3.
Después de 3 dias no se detectd actividad TK de las células tratadas con 25 mg/ml de KGI 1. El tratamiento de
células con una baja dosis de 2 mg/ml de KGI 1 redujo la actividad TK a 10% después de 5 dias.

[0191] Fig 9.4 muestra que una dosis fisioloégica baja de 2 mg/ml de KGI 1 provoca una reduccion importante de la
actividad de TK después de la exposicion de las células cancerosas durante 48 horas, pero siendo mas prominente
después de 72 horas de exposicion. La reduccion de la actividad de TK es menos prominente después del
tratamiento con conexion Kgl 1. La reduccion de la actividad TK después del tratamiento con las altas dosis de 25 o
50 pg/ml de KGI 1 es prominente anteriormente es decir, después de la exposicion durante 24 horas. Las células
tratadas con las dosis altas de KGI 1 libre es decir, 25 y 50 pg/ml abolieron toda la actividad de TK detectable en
todos los puntos de tiempo durante los 6 dias de cultivo, pero la actividad TK, en cambio, se detectd en el medio de
cultivo (Fig. 9.5) indicando dafios en la membrana celular. Estas concentraciones de KGI libre tienen efecto litico
(Ejemplo 2, Tabla 2.1). En contraste, las particulas KGI 1 no liberaron cantidades detectables de TK al fluido de
cultivo celular.

[0192] Fig 9.6 muestra que KGI 1 a una dosis fisioldgica baja de 2 pug/ml reduce la actividad de TK de las células
cancerosas U937 sincronizadas grabadas en muestras de células tratadas durante 18 y 24 horas es decir, antes de
entrar en la fase de replicacion en el segundo ciclo celular. "Ninguna inhibicion de la actividad de TK se realizé con la
dosis baja durante las primeras 8 horas.
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[0193] Fig. 9.7 muestra que una dosis baja fisiologica de 2 pg/ml de KGI 1 inhibe la proliferacién y reduce el nimero
de células cancerosas detectadas después de 18 horas de exposicion medidas como la viabilidad celular en cultivo
coincidiendo en el tiempo con la actividad de TK reducida como se muestra en la Fig. 9.6.

[0194] Particulas y KGI 1 libre a una concentracion de 2 pg/ml redujo la viabilidad celular y el metabolismo después
del tratamiento de células U937 durante 24 horas, que se midié en este experimento (Fig 9.8). La concentracion de
0,5 pg/ml de particulas o KGI 1 libre redujo la viabilidad celular después del periodo de tratamiento de 24 horas. La
inhibicion del metabolismo celular en 0,5 pg/ml era mas prominente después del tratamiento con KGI 1 después de
con KGI 1 libre. En general particulas KGI 1 eran inhibidoras mas eficientes de crecimiento de células cancerosas
medidas tanto por el metabolismo celular como la viabilidad. También hay una buena correlacién entre el nimero de
células viables y la actividad metabolica celular.

Discusion y conclusion

[0195] Células cancerosas de U937 tratadas con una dosis baja de 2 pg/ml de KGI 1 no redujo la actividad de TK _
cuando se mide en células no sincronizadas después de 24 horas, pero después de 48 horas que refleja el efecto
inhibidor de KGI 1 es el final del primer ciclo (Fig. 9.2 - 9.5). En células sincronizadas, la inhibicion de la actividad de
TK aparece antes (Fig. 9.6). La actividad de TK es temprana en el ciclo de crecimiento celular. Una alta
concentracion de 25 mg/ml de KGI 1 reduce la actividad TK anteriormente. Muy probablemente, el tratamiento de
KGI 1 hace que las células salgan del ciclo celular. En general, la actividad de los TK ces6 después de 5 dias de
tratamiento con KGI 1 en dosis fisioldgicas. Debe tenerse en cuenta que la actividad TK medida incluye la suma de
quinasa de timidina producida recientemente y quinasa de timidina residual que se espera que dure durante algin
tiempo a partir de los ciclos anteriores. La alta dosis de KGI 1 de 25 pg/ml redujo la actividad TK a 50% registrada
después de la incubacion durante 24 horas, indicando que una dosis alta interfiere con el crecimiento celular mas
temprano en el ciclo de crecimiento celular. La actividad de TK reducida se refleja y coincide en el tiempo con la
inhibicion metabdlica (analisis de AlamarBlue), y el nimero reducido de células viables se midi6 mediante tinciéon con
azul de tripan (Figs.9.7 y 9.8). La disminucién del nimero de células cancerosas después del tratamiento con KGI 1
durante 18 horas en cultivos celulares sincronizados indica un efecto inhibidor por KGI 1 en el primer ciclo celular.

[0196] La muerte de células cancerosas apoptoticas (Ejemplo 7) se provoca hacia 24 horas y la muerte apoptotica
coincide con los efectos tempranos de dosis altas y bajas de KGI 1 sobre la actividad de TK. Debe observarse que
en la fase temprana de la muerte de células cancerigenas inducida por KGI 1, el numero de células necréticas no
excedié de las células no tratadas (véase el Ejemplo 7). La conclusién es que el numero de células acumuladas
tefiidas tanto por Pl (necrosis) como por Anexina V (apoptosis), en gran medida, proviene de células apoptéticas
provocadas por KGI 1.

[0197] Sin embargo, no se puede descartar que el efecto temprano de dosis mas altas de KGI 1 tiene una influencia
directa sobre la produccién de TK precedente a la fase S del ciclo celular.

[0198] El efecto de matar el cancer de KGI 1 libre es particularmente prominente en las concentraciones mas altas
ensayadas es decir, 25 pg/ml y 50 pug/ml, pero a estas concentraciones, el TK fue liberado al medio de cultivo (Fig.
9.4) que indica dafio de la célula membrana. A concentraciones mas bajas, la forma libre tuvo una menor capacidad
para reducir la actividad TK que el particulado KGI 1.

[0199] El efecto de matar el cancer temprano de KGI 1 por las altas dosis de 25 pg/ml y 50 pg/ml es decir, antes de
las 24 horas apunta a un mecanismo diferente ejercido en la fase temprana del ciclo celular de las bajas
concentraciones de 2 pg/ml y 10 pg/ml que aparentemente esté afectando a las células después de la produccion de
TK. Las concentraciones mas altas de 25 pg/ml y 50 pg/ml de particulas KGI 1 no son liticas como lo es para la
forma libre de KGI 1 es decir, fracciéon QHC de Quill A (Ejemplo 2).

[0200] En conclusién, el material en particulas KGI 1 mata las células cancerosas sin provocar una necrosis primaria
incluso en dosis altas. La actividad de TK se interrumpe casi simultaneamente con la muerte apoptotica y coincide
con la inhibicion del metabolismo celular medida por azul alamar y la muerte celular se mide por tincién con azul
tripan. KGI 1 no tiene efecto litico a las dosis ensayadas. No se not6 reversion en el cultivo prolongado. El efecto de
matar la célula cancerosa por KGI 1 sigue el concepto de una salida del ciclo celular que conduce a una activacion y
la fase de produccién y una apoptosis final. En contraste, la forma libre de KGI 1, es decir, fracciéon QHC de Quill A
mata ademas de apoptosis, por necrosis y en altas dosis por efecto litico. KGI 1 libre es menos eficaz en la
destruccion de células cancerosas cuando se utilizan en dosis fisiolégicas bajas. Las altas concentraciones eficaces
de KGI 1 libre provocan efectos secundarios.

Ejemplo 10
Formulaciones de KGI inducen las células U937 a produccion de citoquinas IL-8

[0201] Se ha demostrado que el compuesto de lipopolisacarido (LPS) estimula las células U937 a la produccion de
citocinas (IL-8), utilizando dosis superiores a las de KGI 1. En otro experimento Baldridge et al. (Baldridge, Cluff et al.
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2002) reivindica la de aminoacilo glucosaminida 4-fosfato (APG) tuvo tal efecto estimulador sobre las células U937
medidas por la produccion de citoquinas. Sin embargo, a fin de lograr esa capacidad, el cultivo tenia que ser
pretratado con forbol-12-mirestato-13-acetato (PMA) para facilitar la diferenciacién y activacion. Este ejemplo
muestra que KGI 1, 2 y 3 no requieren una activacion adicional - compuesto de diferenciaciéon para entrar en una
fase de la produccion de citoquinas y la dosis de formulaciones KGI requerida es baja. Por otra parte, los Ejemplos 7
y 9 muestran que KGI 1 se lleva a las células cancerosas U937 fuera del ciclo de replicacién celular en la que estan
atrapadas las células cancerosas a menos que se traté con KGI 1. Ejemplos 7 y 9 también muestran que KGI 1 toma
células U937 a la apoptosis. La apoptosis es un paso final para las células normales cuando se agotaron sus tareas,
por ejemplo para la produccion de citocinas. En este ejemplo, se examina la capacidad de las tres formulaciones
KGI, es decir KGI 1, 2 y 3 para inducir las células U937 para producir citoquinas IL-8.

[0202] KGI 1, 2 y 3 se formularon como se describe en Materiales y Métodos y se afiadieron en concentraciones
mostradas en las Figs. 10.1, 10.2 y 10.3 a las células U937 a una densidad de 10%/ml en la placa de microtitulacién.
Después de la incubacién durante 2 dias a 37°C, la IL-8 se determiné en el sobrenadante. La produccién de IL-8 en
CL50 también se calculé como se muestra en estas figuras.

Resultados

[0203] La produccion de IL-8 era 781 pg/ml a CL50 para KGI 1 (Fig.10.1), 881 pg/ml para KGI 2 (Fig. 10.2) y 916
pg/ml para KGI 3 (Fig. 10.3). Las distintas formulaciones KGI causan también diferentes grados de citotoxicidad
como se muestra en estas figuras.

Discusion y conclusion

[0204] Las células U937 no producen espontaneamente citoquinas. Aunque, Baldridge et al. (Baldridge, Cluff et al.
2002) reivindican que ciertos APG a alta dosis pueden estimular a las células U937 para la produccion de citocinas
que requieren tratamiento previo de, por ejemplo una dosis alta de la (MPA). Este ejemplo muestra que las
formulaciones KGI no necesitan un MPA o tratamiento similar para entrar en una fase de produccién de citoquinas.
Por otra parte, el Ejemplo 9 muestra que KGI 1 se lleva a las células cancerosas U937 fuera del ciclo de replicacion
celular, en la que estan atrapadas las células cancerosas a menos que se traté con KGI 1. El ejemplo 4 muestra que
KGI 1 toma células U937 a la apoptosis. La apoptosis es un paso final para las células normales cuando se agotaron
sus tareas, por ejemplo para la produccién de citoquinas. En este ejemplo, se examina la capacidad de las tres
formulaciones KGlI, es decir KGI 1, KGI 2 y KGI 3 para inducir las células U937 para producir citoquinas 8. En
conclusion, las diferentes formulaciones KGI inducen la produccién de citoquinas 8 antes de apoptosis. También
BBE induce produccion de IL-8 (no mostrada).

Ejemplo 11
Toxicidad aguda de KGI 1y BBE en ratones

[0205] Los farmacos destinados al tratamiento del cancer en su mayoria causan efectos secundarios junto con mala
biodisponibilidad siendo la causa mas comudn de que los compuestos potenciales para el tratamiento del cancer no
progresan en ensayos clinicos o no llegan al mercado. Saponina Quillaja se ha utilizado en mas de 50 afios en
forma libre en los animales. Es bien sabido que las reacciones locales en forma de hinchazones, enrojecimiento y
sensibilidad incluso necrosis podrian aparecer como efectos secundarios que limitan la dosis. Los efectos
secundarios de este tipo no se registraron después de la incorporacion de QHC en formulaciones de matriz de
iscoms y de iscom, cuando se utilizaron dosis similares. Diez pg de QHC libre induce reacciones locales inyectadas
por via intramuscular en ratones, pero no se incorporan en formulaciones iscoms o KGI. También es bien sabido que
la saponina libre interactla con el colesterol y causa dafios en la membrana celular evitados por el efecto de bloqueo
de la union de colesterol incorporado a las saponinas en las formulaciones de iscom y KGI. En este ejemplo, la
toxicidad sistémica de KGI 1 y BBE se probé en ratones BALB/c. La toxicidad aguda se ensay6 después de la
administracion subcutanea de KGI 1 y BBE en ratones BALB/c como se describe en Materiales y Métodos. Los
ratones se registraron durante cuatro dias. Los resultados del ensayo se resumen en la Tabla 11,1 y el marcador
para el grado de letargo se describe en la Tabla 11,2.

[0206] En el ejemplo de la toxicidad general de KGI 1 y BBE se explora y se compara con las formas libres de la
saponina, es decir, la fraccion C integrada de saponina Quillaja integrada en KGI 1y la fraccién A integrada en BBE.
La dosis de 10, 30 y 50 ug de KGI. 1, 50 y 100 ug de BBE se inyectaron por via subcutanea en los ratones BALB/c,
que se observaron durante 4 dias.

Tabla 11.1 Comparacion de toxicidad de KGl libre y particulado
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Saponina Letargia Mortalidad Agrandamien | Agrandamien | Intestino
(rel. de peso) (0-3)* (%) to/oscuridad to/oscuridad (0-3
ug/dosis higado bazo
KGI 1 libre 50 1,8 38 0,63 1,8 2,1 2,8 (diarrea)
15
KGI 1 10 0,0 0 0 0 0,0 0 0
100% 30 0,6 0 0,13 0 0,75 0,65 0
50 0,6 0 0,12 0,63 2,0 1,63 0
BBE libre 50 0,4 0 0 0,75 0 0,75 0
100% 100 0,7 0 0,13 0,5 1,13 1,62 0
BBE 50 0,2 0 0 0 0,5 0,5 0
100% 100 1,2 0 0,24 0,38 0,88 0,88 0
Tabla 11.2 Puntuacién para grado de letargia
GRADO DE LETARGIA 0 1 2 3
Seguimiento del movimiento de Si, cuando no se No No No
las personas esta durmiendo
Cuando se transporta los Inmediatamente Lentamente Muy No
animales a un nuevo lecho lentamente
(durante la limpieza), se ono
mueven y descubren el nuevo
entorno
Cuando reciben nueva comida, Inmediatamente Lentamente o No No
la huelen y la "comprueban" no
Los ratones se escapan, Inmediatamente Lentamente No No
cuando se golpea la pared
exterior de la caja con un lapiz,
donde se encuentran los
ratones
Los ratones se escapan, Inmediatamente Inmediatament | Lentament No
cuando se golpea la parte e e
inferior con un lapiz
Cuando se aprieta la cola de los | No se requiere esta | No se requiere | Inmediata Muy
animales con pinzas, causando prueba esta prueba mente lentamente o
ligero dolor, intentan escaparse no

Resultados

[0207] Los efectos se resumen en la Tabla 11,1. La dosis de 10 ug de KGI 1 no caus6 efectos secundarios
detectables en los ratones. La dosis de 30 pg causé pequefias reacciones es decir, en un agrandamiento de higado
0,13 de escala de tres grados, 0,75 de agrandamiento de bazo, 0,65 de oscuridad de bazo. La dosis de 50 mg de
KGI 1 también caus6 sélo pequefios cambios excepto para ampliacién de bazo (2.0) y la oscuridad de bazo (1,63).
Cabe sefalar que KGI 1 tiene un efecto adyuvante es decir, mejorar la inmunidad, y la reaccion de bazo es de una
reaccion normal. En contraste, la dosis de 50 ug de fracciéon C de forma libre caus6 efectos secundarios graves
incluyendo la mortalidad al 38% y altas puntuaciones para letargo (1,8), la ampliacién del bazo (2.1), la oscuridad del
bazo (2.8) y diarrea. Particulas BBE son conocidas por ser virtualmente no téxicas y la Unica reaccién notable es el
agrandamiento del bazo, que es probablemente debido a su efecto adyuvante.

Discusion y conclusion

[0208] La reaccion sistémica de 50 pug de KGI 1 estando suficientemente cerca de una dosis humana calculada (100
Mg de KGI 1) caus6 un bajo grado de efectos secundarios y sin mortalidad en ratones BALB/c de 18 g tomando en
consideracion a 60 kg de un ser humano. En contraste, esta dosis (50 g) de las formas libres de la fraccion C de
Quillaja siendo la saponina en KGI 1, causé mortalidad y diarrea. Una dosis de 100 pug de KGI 1 también causa la
mortalidad, y que debe tomarse en consideracion que la biodisponibilidad de la particula KGI 1 es superior a la de la
fraccion C. La particula BBE demostro ser virtualmente libre de efectos secundarios. El Unico efecto destacado fue el
resultado de la ampliacién del bazo siendo un reflejo de su fuerte efecto inmuno-modulador. Estudios anteriores han
demostrado que las formas libres de fracciones de saponina de Quillaja como QS 21 y QHC causan reacciones
locales, que se evitan por las formas de particulas debido al efecto de bloqueo del colesterol ligado a la saponina en
las particulas KGI y BBE, asi como a todas las formas de particulas de iscom. Esto es, la saponina en las particulas
mencionadas no pueden interactuar con el colesterol en las membranas celulares.
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Ejemplo 12

[0209] Killcan establece un nuevo uso y un nuevo concepto para el tratamiento del cancer basado en el sistema de
suministro de iscom demostrado desarrollado para la estimulaciéon inmune. Sistemas tradicionales de eliminacion de
cancer son violentos y causan efectos secundarios severos como es el caso con citostaticos también efectdan
células normales, la terapia de radiacion también efectla células normales y cirugia con sus limitaciones. Un
concepto moderno para la terapia del cancer consiste en interferir con la biologia de la replicacion como se discute
en los ejemplos 7 y 9. La replicacion incontrolada es la principal fuerza impulsora para la mayoria de las formas de
cancer para la supervivencia de células cancerosas y patogenicidad. El concepto Killcan esta utilizando el sistema
iscom bien establecido demostrado como productos comerciales, como sistema de administraciéon de los
compuestos por la orientacion hacia poblaciones de células y la orientacion de compartimentos intracelulares tales
como endosomas Yy lisosomas y el citosol. Mediante el uso del sistema de iscom, el concepto Killcan es un
controlador para una actuacion normal de desarrollo de las células por la modulacién, la activacion, diferenciacion
gue conduce al final definido y asintomatico de la muerte celular programada (apoptosis). Por lo tanto, en el presente
concepto de terapia del cancer, se utiliza la experiencia adquirida de la tecnologia de iscom, documentada en 300
publicaciones siendo bien examinada para una excelente biodisponibilidad, la orientacion de las células y el
suministro intracelular, baja toxicidad y otras propiedades bio-funcionales. La documentacién se inicia con la primera
publicacion por Morein et al. (Morein, 1984) para una revision reciente (Morein, 2007).

[0210] Los andlisis actuales de las diversas formulaciones BBE y KGI se llevaron a cabo por el grupo del profesor
Rolf Lasson en Farmacologia Clinica, Universidad de Uppsala usando su tecnologia (Dhar, 1996). Las muertes,
inhibicion del crecimiento e incluso efectos sinérgicos por varias combinaciones eran de hecho efectos inesperados
de cubrimiento contra las células cancerosas procedentes de mieloma, como linfomas y canceres sélidos. Por otra
parte, mutantes de escape y células cancerosas de los tumores de dificil o imposible tratamiento han sido sensibles
a una o mas de las formulaciones KGI o0 BBE, lo cual era de hecho imprevisible.

Panel de la linea celular tumoral humana

[0211] Para evaluar los patrones de actividad de los farmacos un panel de linea celular humana (Dhar, 1998) de
cuatro lineas celulares parentales sensibles, cinco sublineas resistentes a los farmacos, lo que representa diferentes
mecanismos de resistencia, y se utilizé una linea de células con resistencia primaria. Las lineas celulares incluidas
fueron la linea celular de mieloma RPMI 8226/S y sus sublineas 8226/Dox40 y 8226/LR-5 (regalos de W.S. Dalton,
Departamento de Medicina, Centro de Cancer de Arizona, Universidad de Arizona, Tucson, AZ), las lineas celulares
de linfoma T-937 GTB y U-937-VCR (regalos de K. Nilsson, Departamento de Patologia, Universidad de Uppsala,
Suecia), la linea celular NCI-H69 CEP y su sublinea H69AR, cancer de mama MCF-7 y la linea de células de cancer
de cuello uterino Hela (American Type Culture Collection; ATCC, Rockville, MD), la linea celular de adenocarcinoma
renal ACHN (ATCC) y la linea celular de leucemia CCRF-CEM y su sublinea CEM/VM-1 (regalos de W.T. Beck,
Departamento de Farmacologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Tennessee, Memphis, TN).

[0212] El 8226/Dox40 fue seleccionado para la resistencia a doxorubicina y muestra el fenotipo MDR clasico con la
sobreexpresion de glicoproteina P-170 (Pgp). Se seleccion6 el 8226/LR-5 para la resistencia a melfalan, propuesto
para ser asociado con un aumento de los niveles de GSH. El U-937-Vcr fue seleccionado para la resistencia a
vincristina, propuesto para ser tubulina asociada. El H69AR, seleccionado para la resistencia a doxorrubicina,
expresa un fenotipo MDR propuesto para estar mediado por MRP. El CEM/VM-1, seleccionado por resistencia de
tenipdsido, expresa una MDR atipica, que se propone para asociada a topoisomerasa Il (topoll). El mecanismo
exacto de la resistencia para la linea celular de ACHN resistente primaria no es conocida y puede ser multifactorial.

[0213] Las lineas celulares se cultivaron en el medio de cultivo completo descrito en la secciéon 3.2 a 37°C en
atmdsfera humidificada que contiene 5% de CO.. El 8226/Dox40 se traté una vez al mes con doxorrubicina a 0,24
pg/mly el 8226/LR-5 en cada cambio de medio con melfalan a 1,53 pg/ml. El U-937-Vcr fue continuamente cultivado
en presencia de 10 pg/ml de vincristina y la H69AR fue alimentada alternativamente en medio libre de farmacos y
medio que contiene 0,46 ug/ml de doxorrubicina. La linea celular CEM/VM-1 se cultivé en medio libre de farmacos
sin ninguna pérdida de resistencia durante un periodo de 6-8 meses. Los patrones de resistencia de las lineas
celulares fueron confirmadas rutinariamente en experimentos de control.

Tabla 12.1. Lineas celulares tumorales humanas utilizadas en el estudio

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 630 205 T3

Linea celular Origen Seleccion de agente Resistencia asociada
con

CCRF-CEM Leucemia -

CEMNM-1 " tenipésido topoisomerasa |l

ACHN Céancer renal - (resistencia primaria)

NCI-W69 Cancer de pulmén de | -

células pequenas

H69AR " doxorrubicina MRP

RPMI 8226/S Mieloma -

8226/dox40 " doxorrubicina Pgp

8226/LR5 " melfalan glutationa

U-937 GTB Linfoma -

U-937-vcr " Vincristina Tubulina

Hela Carcinoma de cuello uterino | -

MCF-7 Céncer de mama -

Reactivos y Drogas

[0214] Un medio completo que consiste en medio de cultivo de carbonato tamponado RPMI-1640 (Hyclone,
Cramlington, Reino Unido) suplementado con 10% de FCS inactivado, 2 mM de glutamina, 50 pg/ml de
estreptomicina y 60 pg/ml de penicilina se utiliz6. FDA (Sigma, St Louis, MO) se disolvio en DMSO y se mantuvo
congelado (-20°C) como una soluciéon madre protegida de la luz.

[0215] Se recibieron los compuestos de ensayo a partir de DueCom AB como soluciones madre 10 mM en DMSO.
Las soluciones madre se diluyeron diez veces con fosfato tamponado salino (PBS; Sigma Aldrich) para borrar
soluciones. El uso de un sistema de robot BIOMEK-2000 los farmacos se diluyeron adicionalmente (por diluciéon en
serie de diez veces y se sembraron en placas de microtitulacion de 384 pocillos (NUNC).

Ensayo de citotoxicidad de microcultivo fluorométrico (FMCA)

[0216] Las células tumorales se sembraron en placas de microtitulacion de 384 pocillos preparadas por farmaco a
una densidad celular de 5.000 células/pocillo. El ensayo de citotoxicidad de microcultivo fluorométrico (FMCA) se
baso en la medicién de la fluorescencia generada a partir de hidrélisis de la FDA para la fluoresceina por las células
con membranas plasmaticas intactas y se ha descrito en detalle anteriormente [14]. Las placas se incubaron a 37°C
en atmosfera humidificada que contiene 5% de CO:z durante 72 h. Al final del periodo de incubacion se retir6 por
aspiracion. Después de un lavado en PBS, 50 pl/pocillo de FDA disuelto en un tampén fisiolégico (10 pg/ml) se
afnadid. Las placas se incubaron durante 45 minutos y la fluorescencia generada a partir de cada pocillo se midié en
un fluorémetro de escaneo de 384 pocillos, la fluorescencia es proporcional al nimero de células intactas en el pozo.

[0217] Los criterios de calidad para un analisis exitoso incluyen una sefal de fluorescencia en los pocillos de control
de mas de cinco veces el valor medio en blanco, un coeficiente medio de variacion (CV) en los pocillos de control de
menos de 30%.

Cuantificacion de los resultados FMCA

[0218] La supervivencia celular se presenta como el indice de supervivencia (Sl), definido como la fluorescencia en
los pocillos experimentales en por ciento de la en los pocillos de control, restdndose los valores en los pocillos en
blanco.

Resultados

[0219] Las formulaciones KGI y BBE en diferentes combinaciones mataron las células cancerosas procedentes de
las tres categorias de cancer examinadas, es decir, linfoma, mieloma A y tumores soélidos. Las diferentes
formulaciones ensayadas cubren diferentes aspectos de la destruccion de células cancerosas o la inhibicién del
crecimiento como se revela en la Tabla 12.2.

KGI 1 tuvo un efecto de eliminacion o inhibicion del crecimiento sobre 7 de cada 11 células examinadas
incluyendo linfoma, mieloma y el mutante de escape de pequefia célula cancerosa de pulmén H69AR.

BBE es virtualmente no téxico para las células normales examinadas y células U937 utilizadas en el modelo
descrito anteriormente. Inesperadamente, consistié en eliminacién/inhibicién del crecimiento sobre las dos
células, es decir, siendo U937/vcr un escape de la U937/GTB resistente a BBE. Mas notablemente, la
célula ACHN era resistente a KGI 1 pero sensible a BBE y KGI 2 también contiene QHA, el componente
activo de BBE.

KGI 3 tuvo un efecto de eliminacién o crecimiento sobre la inhibicion de 6 de las 11 células ensayadas. Las
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células de leucemia eran mas sensibles a formulacién de KGI 3. Junto con KGI 2 era la Unica formulacion
ensayada que tiene efecto sobre las células de cancer de mama HELA e incluso efecto potente cuando
otras formulaciones fueron resistentes.

KGI 2 tuvo un efecto de eliminacion o crecimiento sobre 5 de las 11 células ensayadas. Junto con KGI 3 era
el Unico que tuvo efecto e incluso efecto potente las células de cancer de mama HELA e incluso efecto
potente.

BBE/KGI 1 tuvo un efecto de eliminacion o crecimiento sobre 5 de las 11 células ensayadas. Notable es el
efecto potente sobre las células principalmente resistentes ACHN que eran resistentes a KGI 1 y a las
células de mieloma resistentes a 8226/dox40; estas células también fueron sensibles a KGI 2, pero no otras
formulaciones ensayadas.

Discusion y conclusién

[0220] Las diversas formulaciones basadas en la modulacién de células - activacion - diferenciacién y propiedades
apoptéticas exhiben una gama sorprendentemente amplia de propiedades de eliminacidon de cancer o inhibicién de
crecimiento. A pesar del hecho de que los componentes son saponinas, pero no teniendo el efecto litico de saponina
tienen efectos complementarios aparentes resultando que todas las formulaciones tenian distintos perfiles diferentes
con respecto a los efectos sobre las diferentes células cancerosas ensayadas. El perfil total en las formulaciones
ensayadas en la eliminacién o inhibicion de crecimiento en células cancerosas cubrieron 10 de los 11 tipos de
células cancerosas de prueba ensayadas, La Unica célula totalmente insensible era la linea celular de cancer de
pulmén pequefio H69. Un mutante de escape era sensible a KGI 1 y KGI 3, aunque en grado limitado.

[0221] En conclusidn, se encontré inesperadamente que un sistema bien documentado demostrado bien aceptado
por las células normales tiene propiedades de eliminacién o inhibicién de crecimiento que cubrian una amplia gama
de tipos de cancer. En vista de las propiedades de administracion bien documentadas de las particulas de
eliminacion de cancer, el sistema es muy adecuado para la terapia de combinacién ya sea con sustancias de
saponina, pero también otros farmacos contra el cancer preferiblemente que actlan por otros mecanismos. En
apoyo de este efecto esperado es la capacidad de las diversas formulaciones para hacer esapar a mutantes
provocada por otros compuestos a los que las células cancerosas originalmente eran sensibles.

Tabla 12.2 Eliminacién/inhibicion de crecimiento de varias células cancerosas expresadas como CI50 (ug/ml)
procedentes de linfoide, mieloide y tumores sélidos (Tabla 12.1). Diferentes efectos de los compuestos solitarios en
una y la misma particula es decir BBE y KGI 1, combinacion de varias fracciones de saponina de quillaja en una
particula (KGI 3), dos componentes en una y la misma particula(QHA y QHC, es decir KGI 2) y particulas BBE
mezcladas con KGI 1 en particulas separadas en la relacion de 4:1 BBE/KGI 1

Linea celular Formulaciones
BBE KGI 1 KGI 2 KGI 3 BBE+KGI 1

uU937/GTB 100 0,33 0,34 0,29 0,36
Ua37/ver 9,4 0,3 0,3 0,22 0,37
CEM/S 100 0,54 100 0,44 100
CEM/R 100 6 100 100 100
H69 100 100 100 100 100
H69AR 100 27,2 100 61 100
ACHN 4,8 100 2,8 18 4,2
82226/S 100 11,5 10,6 100 71
8226/dox40 100 100 4,8 100 4.4
8226/LR5 100 12,3 100 100 100
HelLa 100 100 55 5,8 100
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Reivindicaciones

1. El uso de particulas de matriz de iscom que comprende al menos un lipido seleccionado entre el colesterol y
fosfolipido y al menos una saponina, en la que la saponina es una fracciéon de saponina cruda de Quillaja Saponaria
Molina o de una subfraccién del mismo, cuyas particulas no contienen antigenos del cancer, para la preparacion de
un producto farmacéutico para el tratamiento de cancer.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la saponina se elige de fraccion A, fraccion B, fraccién C,
fracciones QA 1-22 de Quillaja Saponaria Molina, Spicoside y Q VAC.

3. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, en el que la fraccién de saponina es hidrofébica,
tales como fracciones que no contienen acidos grasos por ejemplo, la fraccion A, Quil 4-15, y estimula y modula la
respuesta inmune tales como inmunidad mediada por células.

4. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la fraccion de saponina es hidrofébica
tales como fracciones que contienen acidos grasos por ejemplo, en la posicién 4 de las saponinas tales como la
fraccion C y B de Quil A o fracciones de la region entre fracciones A y B, fracciones QA 15-21 de Quillaja Saponaria
Molina y tiene un efecto letal sobre las células cancerosas.

5. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 4 en el que las particulas de la matriz de iscom también comprenden
saponinas hidrofilicas.

6. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en particulas de la matriz de iscom contienen al
menos dos fracciones de saponina diferentes en unay la misma particula que contiene lipidos.

7. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde las particulas de la matriz de iscom
contienen al menos dos diferentes fracciones de saponina, por lo que una de las al menos dos fracciones de
saponina diferente es complejo unido en un lipido que contiene particulas y la otra (las otras) de las al menos dos
fracciones de saponina diferentes es (son) de complejo unido en otra (otras) particula(s) diferente(s) fisica(s) de que
contiene(n) lipido(s).

8. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 y 7, en el que las diferentes saponinas son hidrofilicss
y saponinas hidrofébicss.

9. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en compuestos de tratamiento de cancer
adicionales se utilizan junto con las particulas de la matriz de iscom por ejemplo elegido entre compuestos de
coordinacion de platino, compuestos de taxano, compuestos de camptotecina, alcaloides de la vinca antitumorales,
derivados de nucleésidos anti-tumorales, de mostaza nitrogenada o agentes de alquilacion de nitrosourea, derivados
de antraciclina antitumorales, trastzumab y derivados de podofilotoxina antitumorales, Quila A y subfragmentos de
los mismos.

10. Kit de partes para su uso en un método de tratamiento del cancer, que comprende al menos dos partes, en el
gue una parte comprende particulas de matriz de iscom que comprenden al menos una fraccion de saponina, en la
gue la saponina es una fraccién de saponina cruda de Quillaja Saponaria Molina o de una subfraccion del mismo
gue es hidrofébica que tiene un efecto letal sobre las células cancerosas; y la otra parte comprende lipido que
contiene particulas que tienen al menos una fraccion de saponina que es hidrofilica, estimulante y la modulacién de
la respuesta inmune, tales como inmunidad mediada por células, en la que el kit no contiene antigenos de cancer.
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Fig 4.1
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Fig 64
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Fig. 10.1.
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