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DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a vacunas dirigidas contra antigenos de patdgenos o células tumorales. La
invencion se refiere ademas a procedimientos de formacion de complejos especificos de antigenos con compuestos
anfifilicos, y a composiciones farmacéuticas que comprenden dichos complejos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Clasicamente, las vacunas contra los virus con envuelta contienen virus muertos o vivos atenuados, o
comprenden sus proteinas de membrana (por ejemplo, preparacion de virus fraccionado). Después de la inyeccion las
particulas virales o proteinas son adquiridas por las células del sistema inmune (por ejemplo células dendriticas o
macrofagos) seguido de la presentacion de sus partes antigénicas a las células efectoras del sistema inmune. La
mayoria de las vacunas han de ser inyectadas para inducir una respuesta inmune suficientemente fuerte debido a que
los fagocitos presentadores de antigenos son mas abundantes justo debajo de la piel. Sin embargo, ahora se ha
descubierto que tales células se encuentran también en la mucosa que, por ejemplo, recubre la nariz (Ogra et al., 2001).
Los fagocitos de la mucosa requieren una estimulacion mucho mas fuerte que la de los presentes bajo la piel (Janeway
et al., 2001).

Mientras que la inyeccion de algunos virus o proteinas, por ejemplo el virus de la gripe, estimula una respuesta
inmune que es suficientemente fuerte como para proteger contra una infeccion posterior por el mismo virus, este no es
el caso para muchos otros, por ejemplo el virus sincicial respiratorio. Se han realizado multiples intentos de reforzar la
respuesta inmune por medios fisicos 0 quimicos (mediante compuestos denominados adyuvantes). Los principios mas
importantes emergentes de estos experimentos son los siguientes. Para la estimulacion fisica, se ha descubierto que las
particulas que comprenden multiples copias de las subunidades virales, tales como virus enteros, virosomas y proteinas
en vehiculos de microparticulas estimulan el sistema inmune mejor que las subunidades individuales (Ogra et al., 2001;
Janeway et al., 2001), mientras que la estimulacion quimica requiere que los fagocitos o las células efectoras del
sistema inmune reciban ciertas sefiales a través de receptores presentes en la superficie celular, por ejemplo mediante
la utilizacion de un adyuvante. Con la suficiente estimulacion fisicoquimica adicional, las proteinas virales pueden inducir
respuestas inmunes potentes incluso si se aplican a las membranas mucosas, por ejemplo, mediante aplicacion
intranasal (Ogra et al., 2001). La mayoria de los procedimientos actuales y composiciones para estimular una respuesta
inmune mediante tales medios, ya sean medios fisicos o quimicos o combinaciones de los dos principios, presentan
desventajas significativas que se exponen a continuacion.

Un tipo particular de composicién de vacuna que se desarrollé en la técnica se conoce como “virosomas”, que
son bicapas lipidicas que comprenden glicoproteinas virales (figura 1). Los virosomas se producen generalmente
mediante la extraccién de las proteinas de la membrana de los virus con detergentes, seguida de la eliminacion del
detergente en presencia de lipidos de tal modo que se formen bicapas lipidicas caracteristicas con las proteinas
sobresaliendo de las mismas (Stegmann et al., 1987). Para ciertos antigenos viricos, tales virosomas inducen
respuestas protectoras inmunes que son fuertes incluso cuando la vacuna se administre mediante aplicacion intranasal
(tal como se describe en el documento WO 88/08718 y en el documento WO 92/19267). Sin embargo, entre el 30 y el
85% de las proteinas virales se pierden durante el procedimiento de formacién de virosomas (WO 88/08718; Stegmann
et al.,, 1987). Ademas, debido a que la insercién de la proteina viral en cada uno de los lados de la membrana tienen
lugar con aproximadamente la misma probabilidad durante la reconstitucion, una gran parte de la proteina (un tercio en
el caso de la hemaglutinina de la gripe, Stegmann et al., 1987) presente en los virosomas esta en el interior de las
particulas, y por consiguiente invisible al sistema inmune. Ademas, es bien conocido en la técnica que tales bicapas
lipidicas artificiales hacen que las preparaciones sean fragiles, provocando problemas de almacenamiento,
manipulacion y transporte. Ademas, la formulacion éptima requiere frecuentemente mezclas complejas de lipidos, cuyas
proporcionas han de ser estrictamente controladas durante la produccion. Esto produce problemas regulatorios.

La inmunogenicidad de muchos antigenos viricos, por ejemplo la hemaglutinina de la gripe, solamente se
mejora ligeramente con respecto a los virus muertos cuando el antigeno se presenta en virosomas (Gluck et al., 1994).
Por consiguiente, con el fin de amplificar la respuesta inmune, para permitir la aplicacién intranasal de esta vacuna, se
mezcld una proteina adyuvante de Escherichia coli (la toxina termo labil) con la vacuna de la gripe de virosomas
(documento EP 0 538 437). Los ensayos clinicos indican que la adiciéon de la toxina fue necesaria para inducir titulos
séricos de anticuerpo equivalentes a los de la vacuna inyectada (Gluck et al., 1994). Aunque la adicion de la toxina
incrementd la inmunogenicidad de la vacuna, también indujo un serio efecto secundario conocido como la paralisis
cerebral de Bell, una paralisis temporal de los musculos faciales. En este caso, la toxina no formé parte de los
virosomas, pero se encontré en la disolucién envolvente. Como el efecto adyuvante de la toxina es debido al
reconocimiento por una células presentadora de antigeno, amplificando su reaccién a una proteina viral que la célula
pueda adquirir, y como no existe certeza de que la toxina y la proteina viral hagan contacto con la misma célula, se
necesita utilizar una elevada concentracion de toxina con el fin de asegurar la activacion de cada una de las células. Por
consiguiente, claramente, los virosomas presentan caracteristicas prometedoras, tales como su naturaleza de particula,
pero también un numero sustancial de desventajas.

Por el contrario, los investigadores en la técnica han generado también complejos de antigeno diferentes a los
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virosomas, como los “complejos inmunoestimulantes” (ISCOM, Morein et al., 1984), que comprenden proteinas virales
acomplejadas con compuestos tales como Quil A® y saponinas (documento EP 0 231 039 B1; documento EP 0 109 942
A1; documento EP 0 180 564 A1), predominantemente aislado de la corteza de Quillaia sopanaria Molina. Mezclados
con antigeno y lipidos tales como el colesterol, estos compuestos forman estructuras en forma de jaula de entre 30 y
40 nm, que hacen que el antigeno esté en forma de particulas, a la vez que actian como un adyuvante. Aunque los
ISCOM se han utilizado en multiples vacunas veterinarias y amplifican la inmunogenicidad de las proteinas de
membranas viral, el desarrollo de tales vacunas para humanos ha sido inhibido debido a la preocupacion por su
toxicidad y la complejidad de la mezcla (Cox et al., 1998).

Mas recientemente, se desarrollaron las vacunas de proteosoma de la gripe (solicitud de patente US n°
20010053368), que comprenden complejos no covalentes de proteinas de membrana externa purificadas de bacterias
tales como meningococos, mezcladas con proteinas antigénicas tales como la hemaglutinina de la gripe o la
glicoproteina de envuelta de la inmunodeficiencia humana. Mientras que la presencia de multiples proteinas bacterianas
puede actuar como adyuvante, la compleja naturaleza de tales mezclas, que comprenden multiples proteinas,
presentara un problema regulatorio.

Otra formulacidon en particulas desarrollada por Viovector Therapeutics comprende un nucleo interno de
carbohidrato rodeado por una envuelta lipidica que comprende antigenos. Con la hemaglutinina de la gripe como
antigeno se ha percibido cierto incremento de la respuesta inmune, pero no lo suficientemente significativa como para
garantizar un desarrollo futuro.

Las versiones vivas atenuadas de los virus respiratorios, tales como una cepa del virus de la gripe adaptada al
frio con replicacion minima en el tracto respiratorio, se han desarrollado como vacunas intranasales. Estas vacunas
presentan la ventaja de inducir respuestas inmunes que son préximas a la inmunidad natural inducida por la infeccion
con el virus silvestre. Para la gripe, dichas vacunas han sido conocidas durante mas de 20 afios, y su comercializacion
parece inminente en la actualidad. El retraso ha sido provocado por la preocupacion por la capacidad de muchos virus
para mutar rdpidamente, provocando la reversion parcial o total de las propiedades de los virus atenuados a las del virus
de tipo silvestre y de hecho provocar la enfermedad que pretendian evitar.

El documento WO 99/27954 describe la preparacion de compuestos micelares de un adyuvante lipopeptidico y
lipopéptidos con epitopos especificos. Estos lipopéptidos comprenden un motivo lipidico préoximo a su parte proteica que
contendra los epitopos (tales como la parte de acido palmitico en el extremo N terminal).

Ando et al., (J. Microencapsulation 14(1):79-90, 1997) describen particulas similares a virosomas de un
compuesto adyuvante de muramilo (B30-DMP). Sin embargo, esta estructura de comicelas presenta las mismas
desventajas que los virosomas conocidos anteriormente debido a que los epitopos del antigeno pueden estar
escondidos en la bicapa lipidica formada por el virosoma.

Debido a las anteriores razones, es bien conocido en la técnica que resultan todavia necesarias nuevas
composiciones de vacunas que induzcan una fuerte respuesta inmune, que no presenten las desventajas de las
vacunas de virus vivos, que sean facilmente aplicables y tengan baja toxicidad. Por consiguiente, es conocico en la
técnica que existe una necesidad de vacunas de subunidad para la administracion intranasal.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 representa una representacion de la diferencia de tamafio y composicion entre los complejos
presentadores de antigeno de la presente invencion (B) y los virosomas (A); los virosomas comprenden una proteina
integral de membrana viral tal como la hemaglutinina de gripe, en una bicapa lipidica, mientras que los complejos
presentadores de antigenos de la presente invencion son comicelas (no bicapas) de adyuvantes amfifilicos con
antigenos tales como la hemaglutinina de gripe. En ambos casos, el dominio del antigeno que comprende la membrana
se encuentra presente en un ambiente hidréfobo: el interior de la bicapa lipidica en el caso de los virosomas y el centro
de la micela en el caso de las comicelas de la presente invencién. Asi, los dos tipos de particula exponen por lo menos
una parte de la proteina a un ambiente acuoso, que puede inducir una respuesta de anticuerpos, y puede ser
reconocida en la membrana del virus por el anticuerpo generado.

La figura 2 representa la purificacion de la hemaglutinina del virus de la gripe en un gel no-reductor de SDSI]
PAGE tefiido con plata; carril de la izquierda, marcadores de peso molecular con sus pesos moleculares aparentes en
kilodaltons; derecha, hemaglutinina purificada.

La figura 3 representa la deslipidacion de proteinas de membrana de gripe A/Nueva Caledonia 20/99 en una
columna de DEAE; muestras 1-10 tampoén A; 11-15, tampoén D; 15-20, tampon C. Se indican fosfolipido fosfato y
concentraciones de proteina en las muestras; muestras 19 y 20 estan combinadas y se utilizan con el fin de producir las
comicelas del ejemplo 2.

La figura 4 es una composicién de microfotografias de microscopio electrénico de las muestras de comicelas
formadas con gripe A/Nueva Caledonia y N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina, en una
proporcion 1:1 en peso, tefiidas con acido fosfotungsténico (1% disolucién acuosa); se muestran claramente visibles las
proteinas de hemaglutinina (picos) que sobresalen de un nucleo central de lipopéptidos. En multiples casos la proteina
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de hemaglutinina de gripe se proyecta hacia el observador, permitiendo distinguir el ectodominio triangular, e indicando
la localizacion central del dominio transmenbrana (ejemplos de dominios triangulares indicados por una flecha; la
comicela de la que se proyectan estos dominios esta bajo el plano de foco).

La figura 5 comprende un panel superior (A) que muestra la densidad de las fracciones de un gradiente de
sacarosa, corrido hasta el equilibrio en una ultracentrifuga, y el contenido en proteina de las fracciones; y un panel
inferior (B) que comprende dos cromatogramas de capa fina tefiidos con ninhidrina de las diferentes fracciones del
gradiente (y un estandar de lipopéptido S), mostrando la asociacion fisica del lipopéptido y la proteina en una particula
de comicela.

La figura 6 representa la concentracion de proteina y densidad de las fracciones de gradientes de sucrosa tales
como en la figura 4, para diferentes proporciones de proteina a lipopéptido: Panel (A) a 14:1; panel (B) a 3:1; panel (C) a
1:2; notar la presencia de proteina no incorporada en la fraccion 1 en el panel (C).

La figura 7 representa la media geométrica de los titulos y error estandar de la media para IgA en grupos de
diez ratones que fueron inmunizados dos veces, con un intervalo de dos semanas entre inmunizaciones,
intranasalmente con tampoén, comicelas de proteinas A/Panama conformadas en complejo con N-palmitoil-S(]
2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina (abreviado como P3CK4), micelas de proteinas de gripe sin
lipopéptido (micelas de HA sin P3CK4), una vacuna estandar a gripe en subunidades (monovalente A/Panama) o
virosomas preparados a partir de virus A/Panama tal como se describe en Stegmann et al., (1987), en lavados de nariz
(panel inferir) o de pulmén (panel superior). Las muestras se tomaron tres semanas después de la segunda
inmunizacioén. Las diferencias entre los titulos obtenidos después de la vacuna con comicelas y los demas grupos son
altamente significativas.

La figura 8 representa la media geométrica de los titulos y el error estandar de la media para la IgG en suero de
grupos de diez ratones, que fueron inmunizados una vez (principal), o dos veces (principal/refuerzo) con un intervalo de
dos semanas entre inmunizaciones, intranasalmente con tampdén, comicelas de proteinas de A/Panama acomplejadas
con N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina (abreviado como P3CK4), micelas de proteinas de
gripe sin el lipopéptido (micelas de HA sin P3CK4), una vacuna estandar de subunidad de gripe (A/Panama
monovalente) o con virosomas, en un procedimiento de principal y principal/refuerzo. Las muestras se tomaron dos
semanas después de la primera o tres semanas después de la segunda inmunizacién. Las diferencias entre los titulos
obtenidos después de las vacunas con comicelas y todos los demas grupos son altamente significativas para los dos
grupos indicados con asteriscos, p fue << 0,001 mediante el ensayo t de Student.

La figura 9 representa la media geométrica de los titulos (GMT) + error estandar de la media del la IgG en
suero después de una (principal) o dos (principal y refuerzo: P+B) inmunizaciones con comicelas de proteinas integrales
de membrana antigénicas de B/Shangdon en complejos con N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil )3
lisina. También muestra los titulos de IgA en nariz y pulmén después de dos inmunizaciones (intervalo de dos semanas
entre inmunizaciones) en grupos de diez ratones tal como se describe en el ejemplo 5. Las muestras se tomaron dos
semanas después de la primera, o tres semanas después de la segunda inmunizacion.

La figura 10 representa la distribucidon de tamafio de las muestras de comicelas segun la presente invencion
formadas con antigeno de gripe A/Nueva Caledonia en un complejo con N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil ]
seril-(lisil)s-lisina, en una proporcion 1:1 en peso, tal como se analizé en un analizador de tamafios de particula Nircomp
380 (Particle Sizing Systems, Inc. Santa Barbara, CA, USA) utilizando el modo de analisis de “particula sélida” y analisis
de distribucion “ponderada en nimero” Nicomp.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona nuevos procedimientos y métodos que resuelven por lo menos en parte los
problemas y las dificultades mencionados anteriormente. La actividad adyuvante de ciertos compuestos anfifilicos, tales
como los lipopéptidos (sintéticos) es conocida en la materia (Lex et al., 1986; Schlecht et al., 1989; Ritermann et al.,
1989; Baier et al., 2000; Huber et al., 2002; Erdile y Guy 1997). Los lipopéptidos son adyuvantes Uutiles en la mucosa,
pero han encontrado una utilidad practica limitada debido a su baja solubilidad en agua. Aunque se han sintetizado
versiones tales como el N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina con una mejor solubilidad en
agua, incluso estos necesitan ser suspendidas mediante exposicién ultrasénica justo antes de mezclarlas con el
antigeno y administrarlas a un animal (Instrucciones del fabricante, EMC Microcollections GmbH). Por consiguiente,
como tales, estos lipopéptidos no se pueden formular como parte de una vacuna comercial. Las proteinas integrales de
membrana de patdégenos tales como los virus son también antigenos dificiles porque son insolubles en agua. En las
vacunas inyectables se utilizan suspensiones formadas con tales proteinas (vacunas de subunidad) que comprenden
agregados estocasticos de proteinas, pero la presentacion de estas proteinas al sistema inmune es tan ineficiente que
no tienen actividad alguna cuando se aplican intranasalmente. En el contexto de la presente invencién proporciona
procedimientos y medios para producir nuevas composiciones, a las que se hace referencia como comicelas, que
comprenden tales proteinas en un complejo con adyuvantes anfifilicos tales como estos lipopéptidos y por consiguiente
ha proporcionado nuevos productos de utilidad para las vacunas contra diferentes tipos de trastornos y enfermedades
infecciosas, que se pueden administrar por via intranasal y/o oral. La presente invencion se refiere a una comicela que
comprende un compuesto anfifilico y un antigeno, en la que dicho compuesto anfifilico y dicho antigeno interaccionan
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mediante interacciones hidréfobas, en la que dicho compuesto anfifilico tiene una accion adyuvante, en la que dicho
antigeno es una proteina anfifilica o un fragmento de la misma y en la que las partes hidréfobas de dicho compuesto
anfifilico y dicho antigeno estan dirigidas hacia el interior de dichas comicela en un ambiente acuoso.

La presente invencion se refiere ademas a un procedimiento de produccién de una comicela, que comprende
las etapas de: i) poner en contacto un compuesto anfifilico con actividad adyuvante y un antigeno disuelto en una
disolucion que comprende un detergente; y ii) reducir la concentracion de detergente en condiciones que provocan (o
permiten) la formacién de comicelas en las que dicho compuesto anfifilico y dicho antigeno interaccionan mediante
interacciones hidréfobas, en la que dicho antigeno es una proteina anfifilica o un fragmento de la misma. La presente
invencion también se refiere a comicelas obtenibles mediante los procedimientos de la presente invencion.

Ademas, la presente invencion proporciona preparaciones farmacéuticas que comprenden comicelas segun la
presente invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, asi como también la utilizacion de comicelas o
preparaciones farmacéuticas segun la presente invencion para la terapia, profilaxis o diagnosis mediante administracion
intranasal u oral.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a procedimientos para la produccién de una comicela, Dicho procedimiento
comprende las etapas de: poner en contacto un compuesto anfifilico con actividad adyuvante y un antigeno en una
disolucion que comprende un detergente, en la que dicho antigeno es una proteina anfifilica o fragmento de la misma; y
disminuir la concentracion de detergente bajo condiciones que provocan la formacién de comicelas, en las que dichos
compuestos anfifilicos y dichos antigenos interaccionan mediante interacciones hidréfobas. Preferentemente, dicho
antigeno es una proteina de membrana (anfifilica). Ademas también son preferibles las proteinas de superficie de
agentes infecciosos, tales como las proteinas de superficie antigénicas de los virus. Resulta asimismo preferido que un
procedimiento segun la presente invencion en el que dicho antigeno es una proteina anfifilica de membrana externa.
Resultan muy preferidos los procedimientos segun la presente invencién en los que dicho antigeno comprende una
proteina integral de membrana. En una forma de realizacién, las comicelas producidas se recogen de la solucién en una
etapa posterior. En otra forma de realizacién, dicho antigeno se purifica antes de ponerlo en contacto con dicho
compuesto anfifilico que tiene actividad adyuvante. En todavia otra forma de realizacion, dicho antigeno se deslipida (se
hace esencialmente libre de los lipidos de la membrana con la que interaccionaba anteriormente el antigeno) antes de
ponerlo en contacto dicho compuesto anfifilico con actividad adyuvante. La deslipidacion se realiza con el fin de evitar la
formacion de membranas de doble capa lipidica. Debera apreciarse que la deslipidacion nunca llega a ser del 100%.

La presente invencion también se refiere a productos obtenibles mediante los procedimientos de la presente
invencién. La presente invencion proporciona comicelas que comprenden un compuesto anfifilico con actividad
adyuvante y un antigeno, en el que dicho compuesto anfifilico y dicho antigeno interaccionan mediante interacciones
hidréfobas, en el que dicho antigeno es por lo menos una proteina anfifilica o fragmento de la misma y en la que las
partes hidréfobas de dicho compuesto anfifilico y dicho antigeno estan dirigidas hacia el interior de dicha comicela en un
ambiente acuoso. Preferentemente, dicho antigeno presente en la comicela segun la presente invencion, es una
proteina de membrana (anfifilica). Las proteinas preferidas son también las proteinas de superficie de los agentes
infecciosos, tales como las proteinas antigénicas de la membrana de los virus. Resulta asimismo preferida una comicela
segun la presente invencion en la que dicho antigeno es una proteina anfifilica de membrana externa. Resultan muy
preferidas las comicelas segun la presente invencién en las que dicho antigeno comprende una proteina integral de
membrana.

“Comicelas”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a micelas constituidas por lo menos por dos
moléculas anfifilicas diferentes, en las que por lo menos una molécula tiene actividad adyuvante y por lo menos otra de
las moléculas anfifilicas (el antigeno) es una proteina anfifilica o un fragmento de la misma. La comicela no comprende
una bicapa lipidica tal como en las composiciones generalmente referidas como virosomas. Preferentemente, las
comicelas tienen un tamafio comprendido entre 25 y 42 nm de diametro. En una forma de realizacién muy preferida,
dicho antigeno es una proteina integral de membrana. Las proteinas integrales de membrana generalmente son
insolubles en agua pero se pueden extraer de la membrana mediante la accién de un detergente o disolvente organico,
utilizando procedimientos generales conocidos en la materia. Las proteinas descritas anteriormente distinguen a las
proteinas integrales de membrana de las proteinas periféricas a la membrana. Las proteinas periféricas de la membrana
se pueden lavar de la membrana con disolucion salina. Las proteinas integrales de la membrana se distinguen también
de las proteinas solubles, que no estan asociadas con la membrana. Debido a que dichas proteinas integrales de
membrana son poco solubles en agua, no pueden inducir fuertes respuestas inmunes por si mismas. La presente
invencién proporciona un procedimiento destinado a producir nuevas composiciones referidas como comicelas que
comprenden dichas proteinas integrales insolubles de membrana, proporcionando asi unos medios para producir
nuevas composiciones de vacuna adecuadas para la administracion intranasal.

Tal como se utiliza en la presente invencion mediante “antigenos anfifilicos” hace referencia a proteinas,
fragmentos de las mismas, secuencias de aminoacidos, péptidos o polipéptidos que tienen por lo menos una parte
hidréfila y por lo menos una parte hidréfoba y que pueden inducir una respuesta inmune en el huésped al que se le
administra. Los ejemplos no limitativos de tales antigenos, preferentemente las proteinas integrales de membrana son
proteinas de membrana de células tumorales, de bacterias, de parasitos, de levaduras y de envuelta de los virus.
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Tal como se utiliza en la presente memoria, “proteinas integrales de membrana” hace referencia a proteinas
que comprenden un dominio hidréfobo que puede extenderse en una membrana de bicapa lipidica y hacerlo en el
organismo en el que se encuentran presentes en la naturaleza. Debera apreciarse que “integral” no solamente se refiere
a “longitud total” ; también se refiere a proteinas que comprenden mutaciones, delecciones, adiciones, cambios de
proteina, cambios de péptido y/o otras modificaciones (postraslacionales y/o quimicamente inducidas). Debera por lo
tanto apreciarse, que “integral’ se refiere a proteinas, o fragmentos de las mismas, que comprenden partes anfifilicas
que son generalmente los fragmentos de la proteina que comprenden el dominio que cruza la membrana o una parte de
la misma. Las mutaciones en la parte exterior (generalmente antigénica) de la proteina asi como las mutaciones en el
dominio que cruza la membrana estan comprendidas en las reivindicaciones de la presente memoria, siempre y cuando
la proteina tenga interacciones hidréfobas con el compuesto anfifilico utilizado en los procedimientos y comicelas de la
presente invencion.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “compuesto anfifilico” se refiere a compuestos que tienen por lo
menos una parte hidréfoba y por lo menos una parte hidréfila y por consiguiente no son completamente solubles en
agua o en disolventes organicos.

Tal como se utiliza en la presente memoria, “compuestos anfifilicos con actividad adyuvante” hace referencia a
compuestos naturales o (parcialmente) sintéticos que presentan por lo menos una parte hidrofila y por lo menos una
parte hidréfoba y pueden formar una comicela con un antigeno de interés en un ambiente acuoso bajo condiciones que
permiten la formacion de comicelas. Los ejemplos de tales compuestos anfifilicos son los lipopéptidos. Los lipopéptidos
son los lipopéptidos que son reconocidos por los receptores similares a Toll (TLR). Los receptores similares a Toll son
proteinas transmembrana con repeticiones ricas en leucina que tiene semejanza estructural con las proteinas Toll de
Drosophila y se activan mediante una multiplicidad de sefiales microbianas de bacterias que no se encuentran
normalmente presentes en el huésped. Todos los lipopéptidos presentados en la Tabla 1 es conocido que interaccionan
con TLR. Otros ejemplos de compuestos anfifilicos son los glicolipidos y péptidos dirigidos a (se unen) receptores en las
células presentadoras de antigenos tales como las células dendriticas. Preferentemente, las células dendriticas son la
diana de tales glicolipidos y/o dichos péptidos. En una forma de realizacion de la presente invencién dicho compuesto
anfifilico puede proceder de una bacteria, a la vez que resulta asimismo preferido que dicho compuesto anfifilico sea
aceptable para utilizaciéon en humanos.

Tal como se utiliza en la presente memoria “que puede proceder” se refiere a que el compuesto anfifilico puede
proceder directamente (obtener y/o purificar hasta cierto punto) de, por ejemplo, una bacteria, aunque también se refiere
a que puede ser (re) producido (bio) sintéticamente, enzimaticamente o de otro modo. Esto no resulta critico para la
invenciéon. En una forma de realizaciéon preferida de la presente invencion, dicho compuesto anfifilico comprende un
lipopéptido. Un lipopéptido comprende un péptido covalentemente unido a una o mas cadenas hidréfobas de
carbohidrato, uno o mas acidos grasos, lipidos, ceramidos, plasmaldégenos, cadenas alquilicas o alquenilicas o
esteroles. Los lipopéptidos preferibles que se pueden utilizar en la produccion de comicelas segun la presente invencion
se describen en la Tabla 1. Resulta muy preferido el lipopéptido N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril ]
(lisil)s-lisina.

En otra forma de realizacion de la presente invencion el compuesto anfifilico comprende un glicolipido. Los
glicolipidos son lipidos covalentemente enlazados a uno o mas azicares. Los ejemplos son mandsido de fosfatidil
inositol, alfa-galactosilcermido o un derivado de uno cualquiera de ellos. Como “derivados” de la alfa-galactosilceramida
de utilidad en las comicelas segun la presente invencion se deben entender también todos los derivados que se dan a
conocer en la patente US n°® 5.936.076 que tienen actividad adyuvante.

En una forma de realizacion preferida, el compuesto anfifilico presente en la comicela es farmacéuticamente
aceptable para uso en humanos. La persona experta en la materia podra reconocer un compuesto anfifilico como
aceptable para uso en humanos. Tales compuestos no deben ser téxicos o por lo menos deben ser relativamente bien
tolerados e inducir un efecto significativo en los humanos. Los adyuvantes son sustancias que, en combinacién con un
antigeno, estimulan el sistema inmune, provocando de este modo el incremento la respuesta inmune o facilitandola.
Debido a que los compuestos anfifilicos de la presente invencion no estan covalentemente unidos, el procesamiento del
antigeno y la presentacion de sus epitopos al sistema inmune es, en esencia, idéntico al de la proteina natural por si
sola, asegurando un buen reconocimiento de la proteina presentada en el patégeno natural.

En otro aspecto de la presente invencion, el compuesto anfifilico presentado en la comicela segun la presente
invencion, comprende un péptido, que comprende preferentemente la secuencia del ligando jagged-1 de Notch (Weijzen
et al., 2002), mientras que en otra forma de realizacion, el péptido comprende partes de la proteina A de Staphylococcus
Aureus.

Un aspecto importante de la presente invencion es que las comicelas de la presente invencién se pueden
utilizar para la administracién intranasal de antigenos que normalmente no inducirian una respuesta inmune suficiente
en el sujeto tratado como para protegerlo contra infecciones posteriores por el organismo patégeno que comprende el
antigeno. Los antigenos que son parte de las comicelas segun la presente invencion deben tener una parte hidréfoba
dirigida hacia el interior de la particula de comicela. Muchas entidades patogénicas tales como los virus, bacterias,
levaduras y parasitos comprenden tales proteinas, por ejemplo, en su membrana (a la que se hace asimismo referencia
como envuelta en el caso de los virus) o pared celular. Los ejemplos de antigenos que tienen elementos hidréfobos y
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son adecuados para ser parte de una comicela segun la presente invencion son las proteinas integrales de membrana
de los virus con envuelta. En una forma de realizacion preferida, dicho antigeno procede del virus, un parasito o una
bacteria. Son especialmente preferidas las comicelas en las que dicho antigeno procede del virus de la gripe. Las
proteinas del virus de la gripe que se pueden utilizar en comicelas de la presente invencion son preferentemente la
proteina de hemaglutinina (HA), la proteina de neuraminidasa (NA) y/o la proteina M2, solas o en combinacion. Una
combinacion preferida comprende proteinas HA y NA presentes en una unica preparacion de comicelas segun la
presente invencion.

Los antigenos que se pueden aplicar y utilizar en la produccion de comicelas segun la presente invencién se
pueden derivar de toda clase de virus de diferentes familias de virus. Los ejemplos no limitativos de tales familias son:
Retroviridae, Adenoviridae, Paramixoviridae, Flaviviridae, Herpesviridae, Bunyaviridae, Hantaviridae, Papovaviridae,
Rabdoviridae, Coronaviridae, Alphaviridae, Arteriviridae, Filoviridae, Arenaviridae y Poxiviridae. Los ejemplos no
limitativos de virus de estas familias que se pueden utilizar en la preparaciéon de composiciones de la presente invencién
son: virus de la Inmunodeficiencia (VIH), FIV, SIV, virus de la rubéola, virus paragripal, multiples serotipos de
adenovirus, virus de las paperas, virus sincicial respiratorio, metaneumoniavirus humano, virus de la fiebre amarilla,
virus del dengue, virus de la Hepatitis C (HCV), virus de la encefalitis japonesa (JEV), virus de la encefalitis portado por
las garrapatas, virus de la Encefalitis de St. Louis, virus del Nilo Occidental, virus del Herpes simples, citomegalovirus,
virus de Epstein-Barr, Hanta virus, virus de Papiloma Humano, virus de la Rabia, Coronavirus humano (que comprende
de manera no limitativa el coronavirus que provoca SARS), Sindbis virus, virus del bosque Semiliki, virus del Ebola, virus
de la viruela, y virus de la fiebre porcina africana.

La presente invencion se refiere a la utilizacion de comicelas segun la presente invencién en la preparacion de
un medicamento para el tratamiento profilactico de las infecciones inducidas por virus, tales como la gripe.

Aunque la vacunacion se aplica generalmente en la proteccion profilactica contra los patégenos o para el
tratamiento de enfermedades después de una infeccidon patogénica, el experto en la materia conoce asimismo la
aplicacion de algunas vacunas en el tratamiento de tumores. Ademas, se encuentra un niumero creciente de proteinas
especificas de tumores que son entidades adecuadas como dianas de anticuerpos humanos o humanizados. Tales
proteinas especificas de tumores estan asimismo comprendidas en el alcance de la presente invencion. En la técnica
son conocidos muchos antigenos especificos de tumores. Por consiguiente, en una forma de realizacion preferida, la
presente invencion proporciona comicelas que comprenden un antigeno especifico de tumores. La presente invencion,
por consiguiente, se refiere también a la utilizacion de comicelas segun la presente invencion en la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de una enfermedad relacionada con un tumor, tal como el cancer.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento destinado a producir una comicela que
comprende las etapas de: poner en contacto un compuesto anfifilico que tiene actividad adyuvante y un antigeno en una
disolucion que comprende un detergente; y disminuir la concentracion de detergente en condiciones que permiten
(causan) la formacién de comicelas, en el que dicho compuesto anfifilico y dicho antigeno, presentes en dichas
comicelas, interaccionan a través de interacciones hidrofobas. Preferentemente, el procedimiento para producir una
comicela dada a conocer en la presente invencion, comprende la etapa que consiste en purificar dicha comicela. Los
adyuvantes son sustancias que, en combinacion con un antigeno, estimulan el sistema inmune, provocando,
amplificando o facilitando asi la respuesta inmune. Los detergentes son moléculas anfifilicas con actividad de superficie.

La presente invencién proporciona una preparacion farmacéutica que comprende una comicela segun la
presente invencion y un vehiculo terapéuticamente aceptable. Los vehiculos terapéuticamente aceptables para la
administracion intranasal son sustancias que no son toxicas, o por lo menos se conoce que son toleradas, cuando se
administran por la nariz. Los vehiculos terapéuticamente aceptables para la administracién intranasal son por ejemplo
agua, disolucion salina tamponada, glicerina, polisorbato 20, cremophor EL, inulina, ciclodextrinas, etanolamina, glicina
y una mezcla acuosa de glicérido caprilico/caprico. Debido a que una multiplicidad de los medicamentos conocidos en la
técnica se aplica intransalmente, es bien conocido por los expertos en la materia como tienen lugar tales aplicaciones
intranasales, por ejemplo, mediante inyeccién o pulverizado.

Ademas, la presente invencion se refiere a la utilizacion de comicelas segun la presente invencién, o una
preparacion farmacéutica segun la presente invencion, en la terapia, profilaxis o diagnosis y/o para la utilizacion de una
comicela segun la presente invencion para la preparacion de un medicamento destinado al tratamiento y/o prevencion
de una enfermedad provocada por un agente infeccioso, tal como el virus de la gripe o un virus cualquiera de los
mencionados en la presente memoria. Preferentemente la preparacion farmacéutica segun la presente invencion es
para la administracién intranasal. En otra forma de realizacion la preparacion farmacéutica segun la presente invencion
se puede utilizar para la administracion oral o parenteral.

La presente invencion proporciona complejos presentadores de antigenos, referidos en la presente memoria
como comicelas, que, por definicién, no comprenden una bicapa lipidica, y que comprenden preferentemente proteinas
integrales de membrana deslipidadas como determinantes antigénicos mezcladas con compuestos anfifilicos que tienen
actividad adyuvante. Tales proteinas integrales de membrana no son por si mismas solubles en agua y se han de
extraer de las membranas utilizando un detergente o disolvente organico. Los ejemplos importantes pero no limitativos
de los compuestos anfifilicos son los glicolipidos, lipopopéptidos y peptidos (anfifilicos). Los compuestos anfifilcos que
se utilizan en las comicelas de la presente invencion deben ser terapéuticamente aceptables para su utilizacion en
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humanos, en contraste con Quil A® o las saponinas que son anfifilicos ensayados en ciertas situaciones en la técnica.
Las proteinas en las comicelas de la presente invencion se encuentran orientadas en el mismo modo que se encuentran
en la membrana celular o viral, pero pueden presentar eipitopos que normalmente se encuentran parcial o por lo menos
temporalmente escondidos cuando se encuentran en una bicapa lipidica de membrana. La estimulacion del sistema
inmune por estos complejos presentadores de antigenos puede ser debida a una combinacion de su reconocimiento
especifico por las células del sistema inmune, su caracter particular, la presentacion de la proteina y el descubrimiento
de epitopos escondidos.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1. Produccién de una comicela de lipopéptido - proteina de membrana de gripe

Se produjo el virus de gripe mediante el crecimiento en huevos con embrién del virus adquirido en el World
Gripe Center, purificandolo por ultracentrifugacion diferencial e inactivandolo mediante un tratamiento con formaldehido
segun los procedimientos estandares establecidos conocidos por los expertos en la materia.

El virus purificado y concentrado se incubd con un detergente adecuado, tal como beta-D-octilglucésido
(Boehringer, Mannheim, Alemania) a una concentracion 60 mM (se necesita una concentracion superior a la
concentracion critica de micela del detergente), durante 30 minutos a 4°C, en un tampdn isoténico a pH neutro: 145 mM
NaCl, 2,5 mM HEPES, pH 7,4 (Tampén A). Las nucleocapsulas virales y la proteina de matriz se eliminaron por
centrifugacion a 100.000 x g durante 40 minutos a 4°C. El precipitado se descart6 y el sobrenadante se utiliz6 para la
purificacion de las glicoproteinas virales haciendo pasar el sobrenadante por una columna de cromatografia de afinidad
que comprende lectina de Ricinis communis acoplada a cuentas de Sepharosa (Sigma). La columna se lavé con 5
volumenes de tampoén A con 30 mM beta-D-octilglucosido con el fin de eliminar los lipidos viricos. HA se eluyd con
tampon A que contiene 0,2 M D(+)galactosa y 30 mM beta-D-octilglucésido, seguido por el agrupamiento de las
fracciones que comprenden HA.

Utilizando este proceso, no se detectd otra proteina que HA en el gel (figura 2), lo que indica que HA estaba
esencialmente pura. No permanecieron lipidos detectables, tal como se determind por el procedimiento Béttcher, con
sensibilidad nanomolar (Béttcher et al., 1961). Se suspendid N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)3
lisina en tampon A con 30 mM beta-D-otilglucésido y se mezcld, en una proporciéon 1:1 en peso, de lipopéptido a
proteina, con la disolucion comprendiendo la glicoproteina de membrana (por ejemplo la HA de gripe), que se purificé tal
como se describié anteriormente y a continuacién se eliminé el detergente mediante una dialisis extensa. En la Tabla 1
se presentan otros lipopéptidos de utilidad, similares a N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)3-lisina,
aplicados anteriormente, que se pueden utilizar en la producciéon de comicelas segun la presente invencion.

Se realizé la dialisis o la ultrafiltracion utilizando membranas con un punto de corte de 30 kD en tampon A
mediante procedimientos conocidos en la técnica. La velocidad de eliminacion de detergente se controld
cuidadosamente para evitar la agregacion y la eliminacion del detergente por dialisis se realizé contra 1.000 volimenes
de tampon A durante 24 h a 4°C, con 3 cambios de tampon.

EJEMPLO 2. Purificacion y deslipidacién de glicoproteina de membrana de gripe en una columna de DEAE

Se produjo virus de gripe inactivado con formaldehido como en el ejemplo 1. El virus purificado se concentré
por ultracentrifugaciéon y el precipitado de virus se resuspendié con beta-D-octilglucésido (Boehringer, Mannheim,
Alemania) a una concentracion de 60 mM durante 30 minutos a 4°C en un tampodn de baja salinidad: 10 mM TRIS, 1 mM
EDTA, pH 7,4 (tampdn A). La nucleocapsula viral y la proteina de matriz se eliminaron a continuacion mediante
centrifugacién a 100.000 x g durante 35 minutos a 4°C. El precipitado se elimin6 y el sobrenadante se utilizé6 para
purificar las glicoproteinas virales.

Las glicoproteinas virales, principalmente hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), presentes en el
sobrenadante que comprende la membrana viral disuelta, se deslipidaron a continuacion mediante la aplicaciéon de la
muestra a una columna de intercambio iénico de DEAE celulosa (Servacel, DEAE-GS, intercambiador iénico celulosa
grado analitico: se utilizé 1 ml de columna empaquetada por cada 0,3 mg de proteina viral de membrana) equilibrada en
tampdn Ay se lavé la columna con 10 volumenes de columna de tampdn A.

Las etapas siguientes dependen de la cepa de virus: para la cepa A/Panama (inactivada en paraformaldehido),
este lavado fue seguido de 5 volumenes de tampén B: 0,1 M NaCl, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 30 mM octilglucésido, pH
7,4, lo que resulta en la eliminacién del 96% de los lipidos de la membrana viral. Las proteinas de la membrana viral se
recogieron por elucion con 5 volimenes de tampéon C: 1 M NaCl, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 30 mM octilglucésido, pH
7.4.

Para la cepa A/Nueva Caledonia (inactivada en formaldehido), el lavado con tampén A fue seguido de 5
volumenes de tampon D: 0,05 M NaCl, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 30 mM octilglucésido, pH 7,4, lo que resulta en la
eliminacion del 98% de los lipidos de la membrana viral (figura 3). Las proteinas de la membrana viral se recogieron
mediante elucion con 5 volimenes de tampén C: 1 M NaCl, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 30 mM octilglucésido, pH 7,4
(figura 3).
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Para la cepa B/Shangdong (inactivada con formaldehido), después del lavado con tampén A, las proteinas se
eluyeron afiadiendo 5 volumenes de tampoén E: 0,05 M NaCl, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA, 30 mM octilglucésido, pH 7,4,
resultando en la eliminacion del 96% de los lipidos de la membrana viral.

EJEMPLO 3. Produccién de comicelas de N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina -
proteina de membrana de la gripe A/Nueva Caledonia 20/99 y caracterizacién fisicoquimica de la formacion de
las comicelas

Las siguientes etapas son independientes de la cepa de virus utilizada. N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil [
cisteinil-seril-(lisil)s-lisina, suspendida en tampdn A, con 60 mM beta-D-octilglucdsido, se afiadio a las proteinas de
membrana purificadas como en el ejemplo 2, tipicamente en una proporcion de 1 mg de proteinas por mg de
lipopéptido. A continuacion, el detergente se elimind mediante una didlisis externas o ultracentrifugacién contra un
tampén isotdnico con condiciones fisioldgicas humanas a pH neutro: 145 mM NaCl, 2,5 mM HEPES, pH 7,4 (tampén F).
La dialisis se realizé utilizando un Slide-a-Lyzer (Pierce). La velocidad de eliminacién de detergente se controld
cuidadosamente para evitar la agregacion, que se podia seguir mediante inspeccién visual, y tipicamente necesité
didlisis en una proporcién inferior a 1.000 volimenes de tampén F hasta que se inicié la formaciéon de comicelas.
Después de esto, la eliminacién de detergente residual requirié dialisis contra por lo menos 1.000 volimenes de tampdn
F durante por lo menos 24 horas a 4°C. La formaciéon de comicelas se sigui6é por espectrometria; al comienzo de la
formacion de comicelas se produjo un incremento de la absorbancia a 450 nm.

La presencia de comicelas después de la dialisis se demostré6 mediante microscopia electronica con tincion
negativa, utilizando procedimientos conocidos en la técnica; los complejos fueron de entre 20 y 40 nm de diametro y
mostraron multiples picos de hemaglutinina alrededor del nucleo central, que muy posiblemente estuvo formado de
lipopéptidos (figura 4). Las micelas formadas por didlisis de las proteinas purificadas solas en ausencia de lipopéptido,
mostraron picos, pero les faltaba el nucleo central.

La asociacién fisica de proteinas y lipopéptidos en las comicelas se demostré por ultracentrifugacion a
equilibrio en gradientes de densidad, en gradientes continuos del 10 al 40% de sacarosa en tampén D. A una proporcion
1:1 en peso, proteina a lipopéptido, se observé un pico que comprendié el 50% de la proteina y todo el lipopéptido, con
una densidad comprendida entre 1,122 y 1,135 g/ml (figura 5). Proteina adicional permanecié sin incorporarse a una
proporcién superior de proteina a lipopéptido, mientras que la densidad de las comicelas oscilé dependiendo de la
proporcién de proteina a lipopéptido (figura 6). A una proporcion de 14:1, en peso, de proteina a lipopéptido la densidad
de las particulas fue de 1,197 g/ml (figura 6, panel A), a una proporcién de 3:1 hubo un pico amplio comprendido entre
1,181 y 1,197 g/ml (Panel B) y a una proporcién de 1:2, fue de 1,122 g/ml (Panel C). La presencia de lipopéptido se
midié mediante cromatografia de capa fina en dos dimensiones de los extractos en cloroformo de las fracciones del
gradiente preparadas segun Folch (1957); las placas de TLC de gel de silice se revelaron primero en
cloroformo/metanol/agua 65/25/4 y a continuacién en N-butanol/acido acético/agua 2/1/1; los lipopéptido se tifieron
mediante rociado con una suspension butandlica de ninhidrina al 0,1% P/V, se revelaron a 60°C y se cuantificaron
mediante la medicidn de la densidad del color purpura que se reveld (figura 5). En todos los casos, los lipopéptidos se
encontraron presentes en las fracciones que comprendian la mayor parte de la proteina, demostrando la asociacion
fisica de los lipopéptidos y las proteinas y corroborando los resultados de la microscopia electrénica.

EJEMPLO 4. Experimentos de inmunizacion intranasal utilizando complejos presentadores de antigenos
preparados a partir de proteinas de membrana de A/Panama y N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-

seril-(lisil)s-lisina

La inmunizacién intranasal con complejos presentadores de antigenos que comprenden la hemaglutinina de
virus de gripe A/Panama y N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina en una proporciéon 1:1 en
peso de lipopéptido a proteina, se preparo tal como se describié anteriormente y se comparé con la instilacion intranasal
de tampodn solo, micelas que comprenden hemaglutinina pero no lipopéptido, una vacuna de subunidad estandar y
virosomas. Con el fin de preparar micelas sin el lipopéptido, se prepard un sobrenadante de proteinas de membrana
viral tal como en el ejemplo 2 y a continuacién se extrajo el detergente por dialisis contra tampdén A, produciéndose una
preparacién de micelas de HA a la que cominmente se hace referencia como “rosetas de HA” en la literatura. Los
virosomas se prepararon a partir de membranas de A/Panama, tal como se describe en Stegmann et al., (1987). Los
ratones hembra Balb/C de entre seis y ocho semanas se inmunizaron con un total de 5 ug por raton mediante instilacion
intranasal de 5 pl de antigeno en cada una de las fosas nasales bajo anestesia con isofluorano/NO2, y se mantuvieron
sobre su lomo, anestesiados, durante los siguientes 3 a 5 minutos. En la mayoria de los grupos se dio una instilacion de
refuerzo dos semanas después de la primera aplicacion. Se recogié sangre y lavados nasales y de pulmén a las dos
semanas después de la inmunizacion primaria, o tres semanas después de la segunda. Los lavados de pulmén se
realizaron mediante inyecciéon de 1 ml de disolucién salina tamponada con fosfato (PBS) en los pulmones mediante una
jeringa conectada a la traquea, seguido de aspiracion del fluido. Los lavados nasales se recogieron mediante aspiracion
retrograda de 0,5 ml de PBS, por via de la traquea, en la nasofaringe, recogiendo el fluido de lavaje a continuacion en
las fosas nasales. Se afadié inmediatamente a los lavados una mezcla de inhibidores de proteasas (Boehringer), se
colocaron en hielo mientras que los residuos y componentes celulares se eliminaron inmediatamente de los lavados por
centrifugacion, todos los lavados se procesaron en 24 horas. Las muestras de sangre se recogieron retroorbitalmente o
de la vena cava. Se midi6 IgA e IgG especifica del antigeno mediante ELISA. Para esto, las placas de ELISA (Greiner
Bio-one) se recubrieron con vacuna comercial de subunidad a la gripe (Solvay, 100 ul por pocillo, a una concentraciéon
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de 0,2 ng por pocillo, durante la noche a 37°C) en un tampén de recubrimiento (0,05 M bicarbonato sdédico, pH 9,6), se
lavé una vez con tampdn de recubrimiento, se bloqued durante 45 minutos a 37°C con 100 ul de tampdn de bloqueo
(2,5% leche en polvo en el tampodn de recubrimiento) y se lavo una vez con tampon de recubrimiento y dos veces con
PBS/0,05% p/v, Tween 20.

A continuacion se aplicaron diluciones al doble de las muestras (100 pl por pocillo) a las placas y se incubaron
durante 90 minutos a 37°C, se lavaron las placas con PBS/Tween 3 veces, se incubaron con una diluciéon 1:5.000 de la
correspondiente Ig de cabra-antirratén conjugada a peroxidasa de rabano durante 60 minutos a 37°C, se lavo tres veces
con PBS/Tween y una vez con PBS, después de lo cual, se afiadié 100 pl de disoluciéon de tincion (que comprende
20 mg de o-fenilendiamina, afiadida de una disolucién etandlica de 2 ml a 100 ml de tampodn fosfato sédico 50 mM, pH
5,6 y 20 ul de H20,) se afadié durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las reacciones se interrumpieron afiadiendo
50 pl de HxSOy4, 50 ul por pocillo, se determiné la absorbancia a 492 nm en un lector de ELISA y se calculd el titulo
como la dilucién reciproca a la que la absorbancia lee 0,2 unidades OD por enzima de fondo.

Los titulos de IgA en la nariz y pulmén se presentan en la figura 7, mientras que los titulos de IgG se
representan en la figura 8, que claramente muestra un incremento significativo de los titulos de IgA e IgG después de
utilizar las comicelas segun la presente invencién en comparacién con las micelas HA sin lipopéptido, con la utilizacion
de una vacuna estandar de subunidad o con la aplicacién de virosomas. Estos resultados indican fuertemente que las
comicelas de la presente invencion son de utilidad para la administracion intranasal e induccién de una respuesta
inmunitaria fuerte en el huésped.

EJEMPLO 5. Experimentos de inmunizacion intranasal utilizando complejos presentadores de antigeno
preparados a partir de proteinas de membrana de B/Shangdong y N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-
cisteinil-seril-(lisil)s-lisina

La inmunizacion intranasal con complejos presentadores de antigeno que comprenden el antigeno de
hemaglutinina del virus de la gripe B/Shangdong como la proteina integral de membrana y N-palmitoil-S(]
2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina, en una proporciéon 1:1 de lipopéptido a proteina, preparada y
caracterizada tal como se describe en los ejemplos 2 y 3, se realizd segun el protocolo del ejemplo 4. Se inmunizaron
ratones hembra Balb/C de entre 6 y 8 semanas con un total de 5 ug por raton mediante instilacion intranasal de 5 pl de
antigeno en cada fosa nasal, bajo anestesia con isofluorano/NO2, y se mantuvieron sobre su lomo, anestesiados,
durante los siguientes 3 a 5 minutos. Dos semanas después de la primera aplicacién se dio una instilacion de refuerzo.
Se recogié sangre en el momento del refuerzo. Todas las muestras de sangre, lavados nasales y de pulmén se
recogieron tal como se describe en el ejemplo 4. La IgA e IgG especifica al antigeno se midié por ELISA tal como se
describe en el ejemplo 4. Los titulos de anticuerpo se presentan en la figura 9, indicando claramente que la composicion
de comicelas tal como se utiliza en la presente memoria fue capaz de inducir una fuerte repuesta de IgA e IgG con su
administracion, mientras que la estrategia principal/refuerzo elevo significativamente los titulos de IgG.

EJEMPLO 6. Andlisis del tamafio de las comicelas de N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-
(lisiDs-lisina y proteina de membrana 20/99 de la gripe A/Nueva Caledonia

El tamafio de las comicelas, producidas tal como se describe en el ejemplo 3, se analizé en un analizador de
particulas Nicomp 300 (Particle Sizing Systems, Inc. Santa Barbara, CA, USA) utilizando el modo de analisis de
“particulas sélidas” y el analisis Nicomp de distribuciéon “ponderado en niumero” conocido por los expertos en la materia.
La distribucién de tamafios de particula se muestra en la figura 10. El 99,5% de las comicelas presenté un didmetro
comprendido entre 25 y 42 nm, y el 0,4% tuvo un tamafio de aproximadamente 110 nm. El tamafio medio de las
comicelas fue de 29,1 nm.
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Tabla 1. Lipopéptidos particularmente adecuados para la preparacion de comicelas segun la presente

invencion

N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-serina

S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-serina

N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(prolil)s-prolina amida

N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(histidil)s-histidina

N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(glutamil)s-acido glutaminico

N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)3-lisina

N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteina

S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina

N-palmitoil-S-2,3(bisoleoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina

S-2,3(bisoleoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina

N-palmitoil-S-2,3(bismiristoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina

S-2,3(bismiristoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina

N-palmitoil-S-3(palmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina

N-palmitoil-S-2,3 hidroxi-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccién de una comicela que comprende las etapas que consisten en:

i) poner en contacto un compuesto anfifilico que presenta actividad adyuvante y un antigeno en una disolucién
que comprende un detergente, en el que dicho antigeno es una proteina anfifilica o un fragmento de la misma;

y

ii)  reducir la concentraciéon de detergente bajo condiciones que causan la formacién de una comicela en la que
dicho compuesto anfifilico y dicho antigeno interaccionan a través de interacciones hidréfobas.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicha proteina anfifilica es una proteina de superficie
de un agente infeccioso.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 6 2, en el que dicha proteina anfifilica es una proteina de
membrana.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha proteina anfifilica es una
proteina de membrana exterior.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha proteina anfifilica es una
proteina de membrana integral.

6. Procedimiento segln cualquiera de la reivindicaciones 1 a 5, que comprende ademés la etapa que
consiste en recoger dicha comicela de la disolucion.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho antigeno se purifica antes
de la puesta en contacto con dicho compuesto anfifilico.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho antigeno es deslipidado
antes de la puesta en contacto con dicho compuesto anfifilico.

9. Comicela que comprende un compuesto anfifilico que presenta una actividad adyuvante y un antigeno, en
la que dicho compuesto anfifilico y dicho antigeno interaccionan mediante interacciones hidréfobas, en la que dicho
antigeno es por lo menos una proteina anfifilica o un fragmento de la misma, y en la que las partes hidréfobas de dicho
compuesto anfifilico y dicho antigeno se dirigen hacia el interior de dicha comicela en un ambiente acuoso.

10. Comicela segun la reivindicacién 9, en la que dicha proteina anfifilica es una proteina de superficie de un
agente infeccioso.

11. Comicela segun la reivindicacion 9, en la que dicha proteina anfifilica es una proteina de membrana.

12. Comicela segln cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en la que dicha proteina anfifilica es una
proteina de membrana exterior.

13. Comicela segln cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en la que dicha proteina anfifilica es una
proteina de membrana integral.

14. Comicela segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13, en la que dicho compuesto anfifilico es
farmacéuticamente aceptable para su utilizacidon en humanos.

15. Comicela segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en la que dicho compuesto anfifilico puede
proceder de una bacteria.

16. Comicela segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15, en la que dicho compuesto anfifilico comprende
un lipopéptido.

17. Comicela segun la reivindicacién 16, en la que dicho lipopéptido es seleccionado de entre el grupo
constituido por: N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-serina, S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril[]
serina, N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina, S-2,3(bispalmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)3[
lisina, N-palmitoil-S-2,3(bisoleoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina, S-2,3(bisoleoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina,
N-palmitoil-S-2,3(bismiristoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)3-lisina; S-2,3(bismiristoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina, NI
palmitoil-S-2,3(palmitoiloxi)-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina y S-2,3-hidroxi-propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina.

18. Comicela segun la reivindicacién 16, en la que dicho lipopéptido es la N-palmitoil-S-2,3(bispalmitoiloxi)
propil-cisteinil-seril-(lisil)s-lisina.
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19. Comicela segun la reivindicacién 16, en la que dicho lipopéptido es reconocido por un receptor similar a
Toll.

20. Comicela segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15, en la que dicho compuesto anfifilico comprende
un glicolipido.

21. Comicela segun la reivindicacion 20, en la que dicho glicolipido comprende fosfatidil inositol manésido y/o
alfa-galactosil ceramida o un derivado de los mismos.

22. Comicela segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 15, en la que dicho compuesto anfifilico comprende
un péptido.

23. Comicela segun cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22, en la que dicho glicolipido o dicho péptido se
une a un receptor en una célula presentadora de antigenos, preferentemente una célula dendritica.

24. Comicela segun la reivindicacién 10, en la que dicho agente infeccioso es un virus.
25. Comicela segun la reivindicacion 24, en la que dicho virus es el virus de la gripe.

26. Comicela segun la reivindicacién 25, en la que dicho antigeno comprende la proteina de hemaglutinina
(HA) de la gripe y/o la proteina de la neuraminidasa (NA) y/o la proteina M2.

27. Comicela segln la reivindicacién 24, en la que dicho antigeno procede de un virus que pertenece a una
familia seleccionada de entre el grupo constituido por: Retroviridae, Adenoviridae, Paramixoviridae, Flaviviridae,
Herpesviridae, Bunyaviridae, Hantaviridae, Papovaviridae, Rhabdoviridae, Coronaviridae, Alphaviridae, Arteriviridae,
Filoviridae, Arenaviridae y Poxviridae.

28. Comicela segun la reivindicacion 9, en la que dicho antigeno procede de un parasito o una bacteria.

29. Comicela segun la reivindicacion 9, en la que dicho antigeno comprende un antigeno especifico de tumor.

30. Preparacion farmacéutica que comprende una comicela segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 29, y
un vehiculo terapéuticamente aceptable.

31. Comicela segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 29 para la utilizacion en terapia, profilaxis o
diagnéstico.

32. Preparacion farmacéutica segun la reivindicacion 30 para su utilizacién en la administracion intranasal.
33. Preparacion farmacéutica segun la reivindicacion 30 para su utilizacién en la administracion oral.

34. Comicela segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 29, en la que dicha comicela presenta un tamario
de entre 25 y 42 nm en diametro.
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Fig. 9

ES 2358900 T3

log? titulo

B/Shangdong GMT

Principal IgG

-

——

IgG P +B IgA nariz

IgA pulmén

23




ES 2358900 T3

Fig. 10
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