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Brucella abortus Lumazine Synthase

PPDB ) * Proteina decameérica
MW =18 x 10 = 180kDa.
ANNJUAL_J REPORT * Muy inmunogénica (Respuesta Celulary
Humoral).

e Compacta con una estructura muy estable
(resistente a altas temperaturasy
concentraciones de urea).
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De la investigacion basica a la clinica
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Brucella abortus Lumazine Synthase
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Stx juega un papel fundamental en el desarrollo de la enfermedad

A Subunit (catalytic)
N-glicosidase, inhibe
sintesis proteica.

B Subunit (attachment)
pentamérica inestable, une
gangliosidos.
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inmunogeno.
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Generacion de un inmundgeno fusionando la subunidad B de la toxina a BLS
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Ingenieria
genética

quimeras
BLS-Stx2B
BLS-Stx1B




Estudios funcionales y de estabilidad
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Estrategias potenciales para el desarrollo de tratamiento contra el SUH

Tratamiento
terapéutico

Vacuna pediatrica e  Anticuerpos
basada en la monoclonales

guimera

* Suero
hiperinmune
anti shiga



La inmunizacion con la quimera otorga proteccion contra dosis letales de toxina
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(Mejias et al. Journal of Immunology 191(5):2403-2411 2013)



La inmunizacion con BLS-Stx2B mejora considerablemente los parametros clinicos asociados
al SUH

Evaluacion de
dano renal

Urea plasmatica
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(Mejias et al. Journal of Immunology 191(5):2403-2411 2013)



Por medio de Inmunizacion pasiva se protege contra contra dosis letales de toxina
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(Mejias et al. Journal of Immunology 191(5):2403-2411, 2013; Mejias et al. Infection and Immunity 82-4, 1491-1499, 2014)



Desarrollo de monoclonales como posible terapia
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Mejias et al. Scientific Reports, 6:24913, 2016
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Proteccion in vivo: parametros de dafo asociado a Stx2

Trivalent

Niveles de urea plasmatica Celulas PMN en circulacion
%k %k
400-
__ 350- ,,I
¥ 300l /
g 150 e
't ! -e- PBS %
g // -l Trivalent 0.1pmoles o -®- PBS
o 100+ i E -l Trivalent 0.1pmoles
8 s0 =
o
0 T T T T T T T 0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 71
D
St T f f ? s rStx2 1 T T 1 days

Trivalent

Mejias et al. Scientific Reports, 6:24913, 2016



Publicaciones relacionadas

N
Al

Joumals ASM.org

Protection of Mice against Shiga Toxin 2 (Stx2)-Associated Damage by
Maternal Immunization with a Brucella Lumazine Synthase-Stx2 B

Subunit Chimera

Maria Pilar Mejias,® Gabriel Cabrera,® Romina Jimena Fernandez-Brando,® Ariela Baschkier,? Giselle Ghersi,©
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Hemolytic-uremic syndrome (HUS) is defined as the triad of anemia, thrombocytopenia, an
rhagic Shiga toxin (Stx)-producing Escherichia coli (EHEC), which causes a prodromal hemy
common etiology of the typical or epidemic form of HUS. Because no licensed vaccine or effi
for human use, we recently developed a novel immunogen based on the B subunit of Shiga t«
zine synthase from Brucella spp. (BLS) (BLS-Stx2B). The aim of this study was to analyze ma
Stx2B as a possible approach for transferring anti-Stx2 protection to the offspring. BALB/c f
BLS-Stx2B before mating. Both dams and pups presented comparable titers of anti-Stx2B an
Moreover, pups were totally protected against a lethal dose of systemic Stx2 injection up to 2
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Shiga toxin (Stx)-producing Escherichia coli (STEC) infections are implicated in the development of the
life-threatening Hemolytic Uremic Syndrome (HUS). Despite the magnitude of the social and economic
problems caused by STEC infections, no licensed vaccine or effective therapy is presently available

Ferbinan siea Cinala chain antithadioe ALY aeadeicad b camnalide avhibis cavneal adumndama in

The Journal of Immunology

Immunization with a Chimera Consisting of the B Subunit of
Shiga Toxin Type 2 and Brucella Lumazine Synthase Confers
Total Protection against Shiga Toxins in Mice

Maria P. Mejias,* Giselle Ghersi,” Patricio O. Craig,” Cecilia A. Panek,*
Leticia V. Bentancor,* Ariela Baschkier,§ Fernando A. Goldbaum,™* Vanesa Zylberman,
and Marina S. Palermo*

The striking feature of enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) infections is the production of Shiga toxins (Stx) implicated
in the development of the life-threatening hemolytic uremic syndrome. Despite the magnitude of the social impact of EHEC
infections, no licensed vaccine or effective therapy is available for human use. One of the biggest challenges is to develop an
effective and safe immunogen to ensure nontoxicity, as well as a strong input to the immune system to induce long-lasting, high-
affinity Abs with anti-Stx-neutralizing capacity. The enzyme lumazine synthase from Brucella spp. (BLS) is a highly stable dimer
of pentamers and a scaffold with enormous plasticity on which to display foreign Ags. Taking into account the advantages of BLS
and the potential capacity of the B subunit of Stx2 to induce Abs that prevent Stx2 toxicity by blocking its entrance into the host
cells, we ed a new i gen by inserting the B subunit of Stx2 at the amino termini of BLS. The resulting chimera
demonstrated a strong capacity to induce a long-lasting humoral i resy in mice. The chimera induced Abs with high
neutralizing capacity for Stx2 and its variants. Moreover, immunized mice were ¢ ly protected ag: i.v. Stx2 chall

and weaned mice receiving an oral challenge with EHEC were completely protected by the transference of immune sera. We
conclude that this novel immunogen represents a promising candidate for vaccine or Ab development with preventive or ther-
apeutic ends, for use in hemolytic uremic syndrome-endemic areas or during future outbreaks caused by pathogenic strains of
Stx-producing E. coli. The Journal of Immunology, 2013, 191: 000-000.




Estrategias potenciales para el desarrollo de tratamiento contra el SUH

Anti toxina shiga

Vacuna pediatrica
basada en la quimera

* Inmundgeno
potente.
* Proteccion duradera.

 Perfil de seguridad
conocido.
e Polivalente contra

<>
A 4

e Evaluacion distintas tipos de
riesgo/beneficio. Stx.
e Aplicables luego de
monoclonales diagndstico rapido,
_ permitiendo
* Largo tiempo de aplicacion temprana.

desarrollo.
* Mas de un

anticuerpo para v

neutralizar los
distintos tipos de Stx .

* Muy alto costo ﬁ?ﬂ



Antivenenos y Antitoxinas Equinas (fraccion F(ab) 2 ) actualmente utilizadas

* Se usan hace mas de 30 aflos como sueros antitetanicos y antiofidicos.
* Perfil de seguridad conocido.

* Respuesta policlonal contra diversos epitopes, mayor poder
neutralizante (ventaja competitiva sobre Anticuerpos monoclonales).

 Existen hoy en dia distintos productos similares aprobados por FDA y
EMA.

Producto Compaiia Aplicacion
Anascorp® RDTX inc. Picadura de escorpion F(ab’)2 Equina
ANAVIP® RDTX inc. P|cadtfra de serpiente de familia F(ab’)2 Equina
Crotalidae
BAT® Ernerger.mt Anti toxina botulinica heptavalente ARl Eele
Biosolutions

ANTIVENIN® | Merck Picadura de arafa viuda negra lgG Equina




Toxicon 76 (2013) 386-393

Contents lists available at ScienceDirect

Toxicon
FLSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/toxicon
: : Ny s :
Safety of intravenous equine F(ab’);: Insights following @mm N

clinical trials involving 1534 recipients of scorpion antivenom

e ANASCORP ®: 1° aprobacion x FDA

* Eventos Adversos de 1534 sujetos (1204 ninos y 330 adultos)

* 5 ensayos clinicos prospectivos, 1 estudio histérico control (EEUU y Mexico)
* Exposicion 12-275 mg de proteinas/sujeto.

Evento Adverso N° de sujetos

RESULTADOQOS:

Reacciones inmunes
retardadas: incidencia 0.5%

Reaccion hipersensibilidad tipo 1 3/1534

Reaccion hipersensibilidad tipo 3 8/1534



Producto Innovador

* Producto: Antitoxina Shiga que neutraliza tanto Stx1 como Stx2 con muy
alta potencia.

* Estado: Lote GMP producido en BIOL.
Ensayos pre-clinicos en CMC-CONICET - Septiembre 2016

Fase | a realizarse en Diciembre- Enero Htal Italiano

 Aplicacion: Tratamiento de pacientes con diagnodstico de diarrea
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La antitoxina shiga neutraliza Stx1 y Stx2 y previene la mortalidad asociada a Stx en
modelos murinos

F(ab')2 a-toxinas Shiga L: 3918

-+ Si2
- Six1

% de neutralizacién

Neutraliza Stx1 y Stx2 in vitro en
un ensayo con células vero.
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Previene la mortalidad inducida
por Stx1 y Stx2 en modelos
murinos.



- anmat’”

B . B oSS
* Dos especies animales (ratones y conejos)
e Seguridad, famacocinética y toxicidad
* Dosis hasta 10 veces mas alta que la dosis terapéutica y dosis repetidas.
* Se determina la reactividad cruzada con tejidos humanos (EEUU)

e Calibrar la dosis de producto que posteriormente se utilizara en seres humanos

Resultados parciales (Agosto 2016) - mas de 500 animales tratados -

e Sin alteraciones clinicas ni subclinicas significativas asociadas al tratamiento
repetido en altas dosis

* No se observaron cambios significativos en hemograma ni en los parametros de

laboratorio (Proteinas totales, Albiumina, BUN, Creatinina y Bilirrubina)



Evaluacién
A anmat’/
3 Voluntarios sanos
Etapa |
Dosis |
1 Voluntario
l (Placebo)

Evaluaciones de
seguridad:

A HOSPITAL
'Ilz'ggrabllldad ITALIANO

Signos vitales de BUENOS AIRES

Laboratorios Clinicos

. . . . -

l 9 Voluntarios sanos Safety, pot.entlal efficacy, .and pharmacokinetics of specniflc @ “» @
polyclonal immunoglobulin F(ab’), fragments against avian

Eta‘?a . influenza A (H5N1) in healthy volunteers: a single-centre,

Dosis 1 1 Voluntario randomised, double-blind, placebo-controlled, phase 1 study

(Placebo)
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Participan en el proyecto
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ENSAYOS PRECLINICOS — COMIENZO MARZO 2016 / FINALIZACION AGOSTO 2016

M EDI C I NA co M PARA DA Administracion Nacional de Medicamento:

Alimentos y Tecnologia Médica

I . [N anmaot’™”

ICIVET LITORAL

1) Farmacocinética y seguridad en ratones.

2) Neutralizacién in vivo.

3) Neutralizacion in vivo para determinar ventana terapéutica.
4) Eficacia in vivo en roedores.

5) Toxicidad a dosis repetida en roedores.

6) Ensayo in vitro de Citotoxicidad en células Vero.

7) Farmacocinética a dosis repetida en roedores.

8) Determinacion de reactividad cruzada con tejidos de las especies a usar en
ensayos preclinicos.

9) Farmacocinética y seguridad en conejos.

10) Toxicidad a dosis repetida en conejos.

11) Determinacion de reactividad cruzada con tejidos humanos (lab. Extranjero).



Tecnologias con anticuerpos

Empresa Anticuerpo Origen Especif.
’ E’J’N TMA-15 Mab, humanizado Stx2
Human Chemistry, Human Solutions
@ EE!HNS Shigamab™ Mab, humanizado | Stx2 Stx1?
Analog del

SYNSORB Synsorb PK receptor de la Stx1 Stx2

shiga toxina unido
g Inm-004

a cromosorb P
INMUNOVA

Fragmento Fany, | Stx1y Stx2




