ES 2389 061 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA
@Namero de publicacion: 2 389 061
@Int. Cl.
C12N 7/04 (2006.01)

A61K 9/127 (2006.01)
A61K 39/39 (2006.01)
A61K 39/145 (2006.01)

C) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

NUmero de solicitud europea: 06841001 .8
Fecha de presentacién: 15.12.2006

Numero de publicacion de la solicitud: 1973566
Fecha de publicacion de la solicitud: 01.10.2008

Tl’tulo: Un sistema adyuvante que comprende virosomas y liposomas

Prioridad: @ Titular/es:

16.12.2005 EP 05027624 PEVION BIOTECH LTD. (100.0%)
WORBLENTALSTRASSE 32
3063 ITTIGEN / BERN, CH

Fecha de publicacién de la mencién BOPI: @ Inventor/es:

22.10.2012 ZURBRIGGEN, RINALDO y
KAMMER, ANDREAS

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente/Representante:
22.10.2012 MILTENYI, Peter

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencion de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerard como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2389061 T3

DESCRIPCION
Un sistema adyuvante que comprende virosomas y liposomas
Campo de la invencién

La invencion se refiere a los campos de la inmunologia y la vacunologia. Especificamente, la invencion se refiere a
sistemas adyuvantes novedosos que generan respuestas inmunitarias eficaces contra antigenos de diversos
origenes.

Antecedentes de la invencion

La ultima década ha visto grandes progresos en enfoques terapéuticos y profilacticos basados en la vacunacion contra
antigenos presentes en células tumorales y patégenos infecciosos. A pesar de los avances realizados en la
identificacion de nuevos antigenos y el esclarecimiento de los mecanismos que permiten las respuestas inmunitarias
contra estos antigenos, siguen sin resolverse una serie de desafios. Un obstaculo, en particular, es la generacion de
respuestas inmunitarias suficientemente potentes incluso después de la identificacion de nuevos antigenos, ya que
muchas dianas antigénicas prometedoras han demostrado ser sdlo débilmente inmundgenas.

Para provocar una respuesta inmunitaria, los antigenos se han de incorporar y procesar por un tipo especial de célula,
las denominadas células presentadoras de antigenos (CPA). Los tres tipos de células que pueden presentar antigenos
son las células dendriticas, los macréfagos y los linfocitos B. La incorporacion se facilita por fago o endocitosis y el
procesado se realiza en vesiculas o en el citosol. Las protagonistas clave en la presentacion del antigeno sobre la
superficie celular son una clase de proteinas denominadas proteinas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC). Estas moléculas se codifican por la familia de los genes mas polimorfos en el genoma humano situados en el
cromosoma 6 y se puede subdividir en clase | y Il. La topologia de ambas clases de moléculas es tal que se pueden
unir y presentar como un espectro de péptidos de 8 a 16 aminoacidos en longitud lo mas amplio posible. Por tanto, se
garantiza una inmunovigilancia muy eficaz. El nimero de copias de una molécula antigénica definida sobre la
superficie de una célula presentadora de antigeno es bastante bajo (aproximadamente cien), dado el nimero total de
aproximadamente diez mil receptores, pero esta caracteristica representa una mezcla muy heterogénea de péptidos
antigénicos sobre la superficie de cada CPA.

Las moléculas de MHC de clase | se unen y presentan muestras de péptidos, incluyendo antigenos endégenos, asi
como viricos o tumorales traducidos y procesados y activan la respuesta inmunitaria citotoxica celular por medio de
linfocitos T CD8+ (citotéxicos). La autoinmunidad contra moléculas endégenas normalmente se evita por el proceso de
seleccion negativa de las células inmunitarias en el timo, la médula ésea y el sistema linfatico. Las moléculas de MHC
de clase Il se unen y presentan péptidos, que se ingieren desde el entorno celular inmediato y se procesan por una
variedad de enzimas en las vesiculas, generadas por la fusién de lisosomas y fagosomas. Los péptidos unidos a
moléculas de clase Il activan los linfocitos T CD4+ (auxiliares), que a su vez activan los linfocitos B, induciendo asf la
respuesta inmunitaria humoral, y/o los linfocitos T CD8+, induciendo asi una respuesta inmunitaria celular.

Un péptido tiene la capacidad de provocar una respuesta inmunitaria celular especifica, si se puede unir a moléculas
de MHC vy tiene la capacidad de ser reconocido por linfocitos T CD8+ o CD4+ o tiene la capacidad de inducir una
respuesta humoral si se reconoce por un linfocito B por medio de una inmunoglobulina unida a membrana. La
inmunogenicidad de un antigeno se define por muchas variables incluyendo el tamafio, la estructura, la estabilidad, la
diferencia de moléculas endégenas/presencia adyuvante y el estado inmunitario del organismo asi como otros factores
genéticos. Cuando el antigeno no es una proteina o péptido exégeno, normalmente no es reconocido por los linfocitos
T, ya que estas células no estan presentes o se seleccionan para no reaccionar con proteinas endégenas, y su
presentacion en el complejo de MHC sobre la supetficie de una célula presentadora de antigeno no es suficiente para
provocar una respuesta inmunitaria.

El uso de proteinas o glucoproteinas en el desarrollo de vacunas nuevas y eficaces es polémico ya que, en varios
casos, ha demostrado ser ineficaz o bien perjudicial para el organismo inoculado. Esta propiedad se debe a una falta
de inmunogenicidad basada en un tamafo, estructura, estabilidad u homologia no favorable para las proteinas
endodgenas, o a la inclusidn de epitopos no protectores. Ademads, los péptidos nativos tienen una estabilidad sistémica
baja y se degradan rapidamente por proteasas. Otra desventaja es que no se garantiza que el péptido se pueda unira
proteinas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase | o Il, lo que es absolutamente necesario para
la provocacion de una respuesta inmunitaria.

Debido a que estas respuestas inmunitarias débiles ofrecen poco beneficio clinico, el desarrollo de compuestos que
potencien la respuesta inmunitaria eficaz para mejorar la inmunogenicidad de antigenos diana se ha convertido en un
objetivo de importancia terapéutica y profilactica creciente.

Los compuestos que potencian la respuesta inmunitaria se clasifican como adyuvantes o bien citocinas. Los
adyuvantes pueden mejorar la respuesta inmunolégica proporcionando un depésito de antigeno (extracelularmente o
dentro de macrdéfagos, activando macréfagos y estimulando conjuntos especificos de linfocitos. Los adyuvantes de
muchos tipos son bien conocidos en la técnica; ejemplos especificos incluyen el de Freund (completo e incompleto),
componentes de las paredes celulares de micobacterias (Bacillus calmette-guerin, Mycobacterium vaccae,
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corynebacterium parvum), lipopolisacaridos tales como lipido A, monofosforil lipido A, LPS o derivados de LPS o MF59
(Chiron), y diversas emulsiones de aceite en agua (por ejemplo, IDEC-AF). Otros adyuvantes usados actualmente
incluyen: sales minerales o geles minerales, tales como hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio y fosfato de calicio,
sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, hemocianinas de lapa californiana y
dinitrofenol, moléculas inmunoestimuladoras, tales como saponinas (ISCOM QS-21 (SmithKline Beecham)),
dipéptidos de muramilo y derivados tripeptidicos, dinucleétidos CpG, oligonucleétidos CpG, lipopéptidos/lipoproteinas,
toxina del cdlera y polifosfacenos, adyuvantes particulados y microparticulados, tales como emuisiones, cocleatos o
adyuvantes mucosos de complejos inmunoestimuladores.

Las citocinas también son Utiles en protocolos de vacunacion como resultado de propiedades estimuladoras de
linfocitos. Las numerosas citocinas utiles para tales fines seran conocidas para un experto en la técnica, incluyendo
interleucina-2 (IL-2), IL-12, GM-CSF y muchas otras.

Las estrategias de inmunizacion para preparar eficazmente respuestas de linfocitos T CD8+ respuestas de linfocitos T
han ocupado el centro de atencion de la actividad de investigacion en la vacunologia actual. Los recientes avances en
el desarrollo de adyuvantes potentes dieron como resultado dos principales enfoques alternativos, es decir, una
formulacién de vacuna basada en péptidos y en ADN. Sin embargo, a pesar de ser prometedores como adyuvantes
fuertes, la administracién de ambos puede ejercer efectos téxicos sobre el huésped, 1o que limita su utilidad en el
contexto clinico. Por tanto, seria deseable desarrollar sistemas adyuvantes que proporcionen una estimulacion
inmunitaria potente mientras que reducen o eliminan el riesgo de efectos secundarios toxicos.

El documento WO 98/50071 da a conocer propiedades adyuvantes de particulas similares a virus (VLP), que mejoran
la respuesta inmunitaria mediada por células y/o humoral en vertebrados si se administra con un antigeno
seleccionado. Las VLP son céapsulas viricas vacias no replicativas compuestas de una o mas proteinas de céapside,
revestimiento, cubierta, superficie y/o envoltura. De acuerdo con la divulgacion, se encontré que el antigeno
seleccionado no tiene que estar atrapado en la VLP para que la VLP ejerza su efecto adyuvante o coadyuvante.

La patente europea N.° 1550458 describe un procedimiento para mejorar la respuesta inmunitaria especifica contra un
antigeno, que se administra en un liposoma junto con un primer adyuvante convencional, también comprendido en el
primer liposoma o bien en un segundo liposoma, por la coadministraciéon de un segundo adyuvante convencional en
forma libre o liposémica. Los inventores descubrieron que, sorprendentemente, la accién adyuvante observada para
dos adyuvantes libres se pudo mejorar adicionalmente si al menos uno de los adyuvantes y el antigeno estaban
comprendidos en los mismos liposomas o en liposomas separados.

El documento WO 2004/045582 da a conocer una vesicula fusogénica que contiene un antigeno encapsulado. La
vesicula fusogénica es el producto de fusionar liposomas con virosomas que llevan proteinas de fusion de
hemaglutinina ("HA") de diferentes cepas de virus. La fusion de liposomas y virosomas se activa por condiciones de pH
bajo (aproximadamente pH 4,5-5).

El documento WO 2006/085983 da a conocer particulas de replicacion de virus ("VRP") que pueden actuar como un
adyuvante para mejorar una respuesta inmunitaria contra un inmundgeno no presente o expresado por el virus. Los
inventores afirman que el efecto adyuvante es dependiente de la capacidad de las VRP para replicar, lo que significa
que las VRP dadas a conocer contienen porciones modificadas o bien sin modificar de un genoma virico.

Schumacher et al. (Vaccine 22:714-723, 2004) hallé que los virosomas de la influenza reconstituidos
inmunopotenciadores (IRIV), de los que se ha demostrado anteriormente la capacidad adyuvante en la induccién de
respuestas inmunitarias humorales, también pueden mejorar la respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T. Mas
especificamente, Schumacher y sus companeros pudieron mostrar la actividad adyuvante de IRIV en la induccién de
linfocitos T citotoxicos restringidos de clase | de HLA (CTL) in vitro. Se encontré que esta capacidad se basa
principalmente en la estimulacién de la reactividad de los linfocitos T CD4+ especificos para proteinas viricas.

Las propiedades adyuvantes de los IRV son muy conocidas en la técnica, por ejemplo, a partir del documento WO
92/19267, en el que se da a conocer un efecto adyuvante de los IRIV para un antigeno acoplado al mismo.

Sin embargo, aunque el uso de virosomas como adyuvantes tiene una serie de ventajas, por ejemplo, toxicidad baja y
alta inmunogenicidad, uno de los problemas en la tecnologia de virosomas actual es la faita de procedimientos para el
atrapamiento eficaz de un soluto, por ejemplo, proteina, acido nucleico o sustancia farmacéutica. En 1a concentracion
de lipidos en la que se producen los virosomas (lipido ~1 mM) y dado su didametro medio de aproximadamente 200 nm,
se atrapard menos de un 1 % de la fase acuosa en los virosomas (Schoen et al., J. Liposome Res. 3: 767-792, 1993).
Estas tasas de atrapamiento bajas reducen la eficacia mediada por virosomas de la administracién de antigeno,
farmaco o gen a las células. Por tanto, uno de los problemas en la tecnologia de virosomas actual es la falta de
procedimientos para el atrapamiento eficaz de un soluto, por ejemplo, proteina, acido nucleico o sustancia
farmacéutica.

Por lo tanto, aun existe la necesidad de sistemas adyuvantes eficaces y econémicos para mejorar la inmunogenicidad
de otras moléculas antigénicas débilmente inmunogénicas, preferentemente combinadas con caracteristicas de
administracion seguras y eficaces.
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Sumario de la invencion

La presente invencién satisface esta necesidad por la provisién de sistemas adyuvantes novedosos que reducen el
riesgo de efectos secundarios téxicos asociados al uso de adyuvantes conocidos mientras que se proporciona una
fuerte estimulacién de respuestas inmunitarias contra antigenos diana. Estos sistemas adyuvantes novedosos se
basan virosomas y pueden ejercer respuestas inmunitarias fuertes contra antigenos diana.

Adicionalmente, la presente invencién elude los problemas asociados con la carga de virosomas, ya que los inventores
han encontrado que los virosomas de la invencién poseen un efecto trans-adyuvante. Dicho efecto trans-adyuvante de
los virosomas permite que las moléculas antigénicas se unan a o0 se encapsulen en otros vehiculos de administracion,
que son mas faciles para preparar, por ejemplo, liposomas.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un
virosoma, un liposoma y al menos una molécula antigénica, en la que la composicién farmacéutica se mantiene a pH
fisiolégico,

en la que el virosoma es un virosoma de la influenza reconstituido inmunopotenciador (IRIV),
en la que al menos una molécula antigénica esta atrapada en o unida a dicho liposoma, y
en la que a dicho pH, dicho virosoma y dicho liposoma siguen siendo entidades separadas.

La al menos una molécula antigénica no esta unida, ni acoplada, ni de otro modo asociada con el virosoma, pero
preferentemente esta unida a o atrapada en dicho liposoma. El antigeno se puede unir a la superficie del liposoma, por
ejemplo, por medio de una molécula de anclaje lipéfila, 0 estar encapsulado dentro del liposoma usando
procedimientos conocidos por la persona experta en la técnica. La composicién farmacéutica de la invencién se
mantiene a pH fisioldgico. A este pH, los virosomas y liposomas de la composicién farmacéutica siguen siendo
entidades separadas, es decir, no se fusionan entre si.

El antigeno se puede seleccionar de cualquier molécula de antigeno conocida y puede ser, por ejemplo, un acido
nucleico, un péptido, una proteina, un carbohidrato, un lipido, o cualquier combinacién de los mismos, por ejemplo,
glucopéptidos, lipopéptidos, nucleopéptidos y similares, asi como cualquier derivado de los mismos. Especificamente
incluidos estan, a modo de ejemplo, péptidos antigénicos, por ejemplo, antigenos de superficie de virus o bacterias,
toxinas bacterianas y moléculas de acidos nucleicos antigénicos.

Opcionalmente, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién pueden comprender ademas
excipientes, sustancias auxiliares, aditivos, disolventes y otras sustancias farmacéuticamente aceptables conocidas
por el experto en la técnica.

El virosoma utilizado es un virosoma de la influenza reconstituido inmunopotenciador (IRIV).

En otro aspecto, un virosoma, un liposoma y al menos una molécula antigénica se usan para la fabricacion de una
composicion farmacéutica para la vacunacion o inmunizacion de un sujeto, en la que la composicion farmacéutica se
mantiene a pH fisiolégico. A este pH, el virosoma y el liposoma siguen siendo entidades separadas. La al menos una
molécula antigénica esta atrapada en o unida a dicho liposoma. El virosoma es un virosoma de la influenza
reconstituido inmunopotenciador (IRIV).

Otro aspecto implica el uso de un virosoma, un liposoma y al menos una molécula de antigeno para la fabricacion de
una composicion farmacéutica para tratar y/o prevenir una enfermedad o trastorno en un sujeto que lo necesita,
incluyendo pero sin limitarse a, enfermedades viricas, bacterianas, fingicas, de parasitos e infecciosas pridnicas, en la
que la composicién farmacéutica se mantiene a pH fisioldgico. La al menos una molécula antigénica esta atrapada en
0 unida a dicho liposoma. A pH fisioldgico, el virosoma y el liposoma siguen siendo entidades separadas. El virosoma
es un IRIV.

La enfermedad infecciosa virica se puede elegir de, por ejemplo, sida, complejo relacionado con el sida, varicela,
resfriado comun, infeccion por citomegalovirus, fiebre por garrapatas de Colorado, fiebre por dengue, fiebre
hemorragica de Ebola, parotiditis epidémica, verrugas genitales, exantema virico de manos, pies y boca, hepatitis,
herpes simple, herpes zéster, VPH, influenza (gripe), fiebre de Lassa, sarampién, fiebre hemorragica de Marburg,
mononucleosis infecciosa, paperas, poliomielitis, leucoencefalopatia multifocal progresiva, rabia, rubeola, SRAS,
viruela (variola), encefalitis virica, gastroenteritis virica, meningitis virica, neumonia, enfermedad del Nilo occidental,
fiebre amarilla. Estas y otras enfermedades viricas estan provocadas por VRS, poliovirus, virus de la rubeola, virus del
Dengue, Flaviviridae, Coronaviridae, Reoviridae, virus de la rabia, Paramyxoviridae (por ejemplo, virus de la parotiditis,
virus del sarampion, virus respiratorio sincitial, etc.), Orthomyxoviridae (por ejemplo, virus de la gripe tipos A, By C,
etc.), virus de inmunodeficiencia simica (VIS), VHA, VHB, VHC, VHD, VHE, VPH, VHS, VIH, CMV, VEB, virus de la
poliomelitis, varicela.

La enfermedad infecciosa bacteriana se puede elegir de, por ejemplo, antrax, meningitis bacteriana, brucelosis,
campilobacteriosis, enfermedad por arafiazo de gato, célera, difteria, tifus epidémico, gonorrea, impétigo,
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Legionelosis, lepra (enfermedad de Hansen), leptospirosis, listeriosis, enfermedad de Lyme, melioidosis, meningitis,
infeccion por MRSA, nocardiosis, pertusis (tos ferina), plaga, neumonia neumocécica, psitacosis, fiebre Q, fiebre
maculosa de las montafias rocosas (RMSF), salmonelosis, escarlatina, shigelosis, sifilis, tétanos, tracoma,
tuberculosis, tularemia, fiebre tifoidea, tifus e infecciones del tracto urinario. Estas y otras enfermedades bacterianas
estan provocadas por Corynebacterium diphtheriae, Clostridium tetani, Bordetella pertussis, Neisseria meningitidis,
incluyendo los serotipos meningococo A, B, C, Y yW135 (MenA, B, C, Y y W135 Haemophilus influenza tipo B (Hib) y
Helicobacter pylori).

La enfermedad infecciosa flngica se puede elegir de, por ejemplo, aspergilosis, blastomicosis, candidiasis,
coccidioidomicosis, criptococosis, histoplasmosis y tifia del pie.

La enfermedad infecciosa parasitaria se pueden elegir de, por ejemplo, tripanosomosis africana, amebosis, ascariosis,
babesiosis, enfermedad de Chagas, clonorquiosis, criptosporidiosis, quisticercosis, difilobotriosis, dracunculiosis,
Equinococosis, enterobiosis, fascioliosis, fasciolopsiosis, filariosis, infeccion amebiana de vida libre, giardiosis,
gnatostomiosis, himenolepiosis, isosporiosis, kala-azar, leishmaniosis, malaria, metagonimiosis, miasis,
oncocerciosis, pediculosis, infeccion por oxiuros, sarna, esquistosomosis, teniosis, toxocariosis, toxoplasmosis,
triquinelosis, triquinosis, tricuriosis y tripanosomiosis.

La enfermedad infecciosa pridnica se puede elegir de, por ejemplo, encefalopatia espongiforme transmisible,
encefalopatia espongiforme bovina, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y kuru.

En una realizacién preferida de la invencién, la enfermedad o trastorno que se va a tratar con la composicién
farmacéutica de la invencion incluye, pero no se limita a, enfermedades infecciosas, tales como las provocadas por
VHA, VHB, VHC, VHD, VHE, VPH, VHS, VIH, CMV, VEB, VIS, virus de la poliomelitis, varicela, micoplasma y otras
bacterias y M. pneumoniae.

Otra enfermedad o trastorno tratado preferentemente con la composicién farmacéutica de la invencién es cancer.
Dicho sujeto puede ser un mamifero, y preferentemente es un ser humano.

La presente invencién también abarca procedimientos para la preparacién de una composiciéon farmacéutica de
acuerdo con la invencién, que comprende las etapas de proporcionar un virosoma y una molécula antigénica atrapada
en o unida a un liposoma, y formar una mezcla de los mismos en un excipiente o disolvente farmacéuticamente
aceptable mantenido a pH fisioldgico.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un kit de partes que comprende un virosoma, un liposoma, y al menos una
molécula antigénica, en el que el kit comprende adicionalmente medios para mantener el virosoma, el liposoma y/o la
al menos una molécula antigénica a pH fisiolégico al que dicho virosoma y dicho liposoma siguen siendo entidades
separadas. La molécula antigénica estd atrapada en o unida al liposoma. El virosoma es un IRIV. Los medios para
mantener el virosoma, el liposoma y/o la al menos una molécula antigénica a pH fisioldgico pueden estar en forma de
una solucidén/soluciones apropiadamente tamponada(s) o pueden estar en forma de sales apropiadas, junto con o bien
aparte de los restantes componentes del kit. Todos estos compuestos se pueden almacenar en recipientes separados
y se pueden liofilizar. En caso de que uno o mas compuestos del kit se liofilicen, el disolvente para la solvatacion se
puede incluir en el kit.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1:
IRIV como trans-adyuvante para péptidos; Induccion de células CD8+.

Esta figura demuestra la inmunogenicidad de liposomas cargados con péptido Core 132 de VHC (es decir, liposomas
que encapsulan péptido Core 132 de VHC) mezclados con virosomas vacios. Se inmunizaron ratones HHD de HLA-A2
tg HHD dos veces s.c. en un intervalo de tres semanas con 200 ug de péptido por dosis en diferentes formulaciones:

(1) Péptido Core 132 en liposomas + virosomas vacios
(2) Péptido Core 132 en liposomas

(8) Péptido Core 132 + virosomas vacios

(4) Péptido Core 132

(5) Virosomas vacios

Se aislaron las células del bazo 2 semanas después del refuerzo. Los graficos muestran la lisis especifica de péptido
en una proporcion E/T de 100:1 después de una reestimulacién in vitro de 5 dias (panel superior) y una frecuencia de
los linfocitos T CD8+ que producen IFN gamma especifico de péptido.
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Figura 2:
IRIV como trans-adyuvante para péptidos; Induccion de células CD8+

Esta figura demuestra la inmunogenicidad de liposomas cargados con péptido Core 35 de VHC (es decir, liposomas
que encapsulan péptido Core 35 de VHC) mezclados con virosomas vacios. Se inmunizaron ratones HHD de HLA-A2
tg HHD dos veces s.c. en un intervalo de tres semanas con 200 ug de péptido por dosis en diferentes formulaciones:

(1) Péptido Core 35 en liposomas + virosomas vacios
(2) Virosomas vacios

Se aislaron las células del bazo 2 semanas después del refuerzo. Los graficos muestran la lisis especifica de péptido
en una proporcion E/T de 100:1 después de una reestimulacion in vitro de 5 dias (panel superior) y una frecuencia de
los linfocitos T CD8+ que producen IFN gamma especifico de péptido.

Figura 3:
No interaccion de virosomas y liposomas entre si en solucion a pH fisiologico

Esta figura demuestra que los virosomas y liposomas no interaccionan fisicamente entre si, es decir, siguen estando
separados entre si, a pH fisiologico. Se precipitaron los siguientes en experimentos separados con perlas
paramagnéticas de estreptavidina:

IRIV quiméricos ("CIRIV") que encapsulan el péptido y unidos a biotina, como control comparativo (barra superior en la
figura);

Los liposomas que encapsulan el péptido mezclados con CIRIV vacios unidos a biotina (barra intermedia en la figura,
que no es visible ya que no se pudo precipitar ninglin péptido);

Se usaron cantidades equivalentes de péptido en los CIRIV como en los liposomas. Se cuantificé el péptido en el
precipitado por RP-HPLC. Como control, se cuantificé el contenido en péptido de CIRIV que encapsula el péptido y se
une a biotina sin inmunoprecipitacién (tercera barra en la figura).

Figura 4:
IRIV como trans-adyuvante para péptidos; Induccién de células CD8+

Esta figura demuestra la inmunogenicidad de liposomas cargados con péptido Core 132 de VHC (es decir, liposomas
que encapsulan péptido Core 132 de VHC) mezclados con virosomas vacios. Se inmunizaron ratones HHD de HLA-A2
tg HHD dos veces s.c. en un intervalo de tres semanas con 200 ug de péptido por dosis en diferentes formulaciones:

(1) Péptido Core 132 en liposomas + virosomas vacios (mezclados y después inyectados)
(2) Péptido Core 132 en liposomas + virosomas vacios (inyectados por separado en diferentes zonas)
(38) Péptido Core 132 en virosomas quiméricos (con fines comparativos)

(4) Péptido Core 132 en virosomas quiméricos + virosomas vacios (mezclados y después inyectados) (con fines
comparativos)

(5) Péptido Core 132 en liposomas
(6) Virosomas vacios

Se aislaron las células del bazo 2 semanas después del refuerzo. Los graficos muestran la lisis especifica de péptido
en una proporcién E/T de 100:1 después de una reestimulacién in vitro de 5 dias (panel superior) y una frecuencia de
los linfocitos T CD8+ que producen IFN gamma especifico de péptido (panel inferior).

Figura 5:
IRIV como trans-adyuvante para proteinas; Induccion de células CD8+

Esta figura demuestra la inmunogenicidad de liposomas cargados con proteina de ovoalbimina (es decir, liposomas
que encapsulan proteina de ovoalbimina) mezclados con virosomas vacios. Se inmunizaron ratones C57BI/6 dos
veces s.c. en un intervalo de tres semanas con 200 pg de proteina por dosis en diferentes formulaciones:

(1) Proteina de ovoalbumina en liposomas

(2) Proteina de ovoalbumina en liposomas + virosomas vacios
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(8) Virosomas vacios

Se aislaron las células del bazo 2 semanas después del refuerzo. Los graficos muestran la lisis especifica de péptido
257 OVA en una proporciéon E/T de 100:1 después de una reestimulacion in vitro de 5 dias (panel superior) y una
frecuencia de linfocitos T CD8+ que producen IFN gamma especifico de péptido 257 OVA (panel inferior).

Figura 6:

IRIV como trans-adyuvante para péptidos; Esta figura demuestra la inmunogenicidad de liposomas cargados con
péptido Core 132 de VHC (es decir, liposomas que encapsulan péptido Core 132 de VHC) mezclados con virosomas
vacios, en comparacién con una mezcla de liposomas y antigeno de superficie de hepatitis B ("HBsAg"). El virosoma
muestra un efecto trans-adyuvante mientras que la particula de HBsAg no. Se inmunizaron ratones HHD de HLA-A2 g
HHD dos veces s.c. en un intervalo de tres semanas con 200 pg de péptido por dosis en diferentes formulaciones:

(1) Péptido Core 132 en liposomas + virosomas vacios
(2) Péptido Core 132 en liposomas + HBsAg

(3) Péptido Core 132 en liposomas

(4) noinmunizacién

Se aislaron las células del bazo 2 semanas después del refuerzo. Los graficos muestran la lisis especifica de péptido
en una proporcion de E/T de 300:1 después de reestimulacién in vitro de 5 dias.

Figura 7:
IRIV como trans-adyuvante para péptidos: Induccion de respuesta de anticuerpos con péptido UK39

Esta figura demuestra la inmunogenicidad de péptido UK39 unido a liposomas mezclados con virosomas vacios. Se
inmunizaron ratones Balb/c tres veces i.m. en un intervalo de tres semanas con 5 ug de péptido por dosis en diferentes
formulaciones:

(1) Péptido-UK39 unido a liposomas + virosomas vacios (mezclados y después inyectados)

(2) Péptido-UK39 unido a liposomas + virosomas vacios (inyectados por separado en diferentes zonas)

(3) Péptido-UK39 unido a liposomas

Se extrajo sangre 2 semanas después de la Gltima inmunizacion y se analizaron los anticuerpos especificos de UK39
por ELISA. Los graficos muestran una densidad éptica a diferentes diluciones en serie. PBS: Se us6 PBS en lugar de
suero para dilucion (control negativo).

Tabla 1:
Cantidad de péptido encapsulado en liposomas

Esta tabla muestra que se encapsula una gran cantidad de péptido en los liposomas. Para la cuantificaciéon de péptido
encapsulado, se cargé una fraccién de los liposomas en columnas de giro de filtracién de gel Sephadex G50 Coarse de
1 ml equilibradas con PBS, recién preparadas. Se obtuvieron vesiculas con péptido encapsulado después de la
centrifugacion de la columna de giro a 300 x g durante 2 min, ya que el péptido no encapsulado se retardé en la
columna. Para experimentos de adicién, se afiadié una cantidad definida de péptido a los liposomas vacios antes de la
purificacion. En algunas muestras, se digirio el péptido no encapsulado con proteinasa K. Se cuantificé el péptido por
RP-HPLC.

Tabla 2:
Cantidad de péptido encapsulado en liposomas o virosomas

Esta tabla muestra la cantidad de péptido Core 132 de VHC encapsulado en liposomas o, como comparacién, en
virosomas. Para la cuantificacion de péptido encapsulado, se cargd una fraccion de los liposomas o virosomas en
columnas de giro de filtracién de gel Sephadex G50 Coarse de 1 ml equilibradas con PBS, recién preparadas. Se
obtuvieron vesiculas con péptido encapsulado después de la centrifugacion de la columna de giro a 300 x g durante 2
min, ya que el péptido no encapsulado se retardé en la columna. Se cuantificé el péptido por RP-HPLC.

Tabla 3:
Dependencia de inmunogenicidad sobre la concentracion de hemaglutinina

Esta tabla demuestra que la inmunogenicidad de liposomas cargados con péptido Core 132 de VHC (es decir,
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liposomas que encapsulan péptido Core 132 de VHC) mezclados con virosomas vacios es dependiente de la cantidad
de hemaglutinina. Se inmunizaron por via subcutanea (s.c.) ratones HDD de HLA-A2 con 100 pl de liposomas con
péptido encapsulado; o liposomas con péptido encapsulado mezclado con diferentes cantidades de virosomas vacios.
Los ratones recibieron 2 inyecciones en un intervalo de 3 semanas y se analizé la respuesta 2 semanas después de la
ultima inyeccién.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion proporciona sistemas adyuvantes novedosos basados en virosomas que pueden provocar una
respuesta inmunitaria fuerte contra antigenos diana de eleccion.

Se sabe que los virosomas tienen un efecto adyuvante si una molécula de antigeno esta unida a o atrapada en el
virosoma (Zurbriggen Vaccine. 2003 14; 21 (9-10):921-4). Sin embargo, toda la técnica anterior muestra que la
molécula antigénica tiene que asociarse fisicamente con el virosoma (Zurbriggen et al. Progr. Lipid Res. 2000
39(1):3-18; Amacker et al., Int Immunol. 2005 17(6):695-704). Sorprendentemente, los inventores de la presente
invencién han determinado que también se puede usar virosomas para potenciar respuestas inmunitarias contra una
molécula antigénica deseada en presencia de un liposoma, incluso si la molécula antigénica no esta asociada
fisicamente con el virosoma. Sorprendentemente, este efecto trans-adyuvante de los virosomas esta particularmente
pronunciado si se combina el antigeno con liposomas, bien encapsulado en ellos o insertado en (es decir, unido a) la
capa lipidica del liposoma, aunque los virosomas y liposomas no interaccionan fisicamente entre si; a pH fisiolégico,
los virosomas y liposomas asociados a péptidos siguen estando separados entre si.

Por tanto, en un primer aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un
virosoma inmunoestimulador y que comprende ademas al menos una molécula antigénica y un liposoma, en la que la
composicion farmacéutica se mantiene a pH fisiolégico. A este pH, el virosoma y el liposoma siguen siendo entidades
separadas. La al menos una molécula antigénica esta atrapada (es decir, encapsulada) en o unida al liposoma. El
virosoma es un IRIV.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion son ventajosas sobre la técnica anterior, ya que los virosomas
usados por su efecto trans-adyuvante son versatiles con respecto a la composicion de lipidos, son altamente
inmundégenos y se pueden producir facilmente in vitro por procedimientos conocidos en la técnica. Estas
caracteristicas diferencian claramente los virosomas de las VLP y otros adyuvantes basados en vesiculas.

Ademas, el hecho de que los la virosomas y liposomas de la composicion farmacéutica existan como entidades
separadas a pH fisiolégico, es decir, no se funden entre si, implica una gran flexibilidad en la preparacién de la
composicién farmacéutica para una amplia variedad de aplicaciones terapéuticas y/o profilacticas diferentes. Por
ejemplo, se pueden anadir reservas preparadas previamente de virosomas en cantidades variables a las mezclas
liposoma-antigeno que ya se han preparado por separado de acuerdo con los requisitos de una aplicacién terapéutica
o profilactica particular. Ademas, una vez formado, la proporcion de péptido-liposoma:virosoma se puede afinar
adicionalmente como sea necesario por la adicién de mas de uno u otro componente.

La presente invencién supera los problemas y las desventajas del atrapamiento de antigeno conectados con los
sistemas de produccién in vivo aplicados para la produccién de VLP. El atrapamiento de las moléculas antigénicas en
virosomas se mejoré en los ultimos afios (Amacker et al., supra), pero ain no ha alcanzado la eficacia y simplicidad del
atrapamiento de estas moléculas en liposomas. Por lo tanto, una ventaja adicional de la presente invencién es que se
pueden encapsular las moléculas antigénicas en liposomas facilmente y en una concentracion alta, empleando
procedimientos conocidos por la persona experta en la técnica.

En la presente invencién, los términos "molécula antigénica®, "antigeno" o "antigeno diana“ se usan de forma
intercambiable y en el presente documento se refieren a una molécula contra la que se desea una respuesta
inmunitaria. Esta molécula se puede seleccionar de un grupo que incluye, pero no se limita a, péptidos, proteinas,
lipidos, mono-, oligo- y polisacaridos, glucopéptidos, carbohidratos, lipopéptidos, patégenos bacterianos o viricos y
toxinas, otras moléculas inmunogénicas pequeiias y ADN/ARN que codifican para tales moléculas o, mas en general,
una molécula inmundgena derivada de, por ejemplo, un patégeno o célula maligna contra la que se desea una
respuesta inmunitaria y cuya inmunogenicidad se puede mejorar o potenciar por los adyuvantes dados a conocer en el
presente documento. Los antigenos diana de interés incluyen antigenos especificos de tumor y asociados a tumor, asi
como antigenos de bacterias, virus, parasitos y otros organismos infecciosos, de los que todos son bien conocidos en
la técnica. Ejemplos de moléculas antigénicas son antigenos de linfocitos T basados en péptidos y antigenos de
linfocitos B. Ejemplos preferidos de moléculas antigénicas son antigenos de linfocitos T basados en VHC, antigenos
asociados a tumor, toxina pertusis, toxoide del célera y malaria, y antigenos de VRS y péptidos asociados con la
enfermedad de Alzheimer (en particular, el beta-amiloide). Los péptidos antigénicos de la presente invencion se
pueden producir por sintesis quimica, o pueden ser de origen natural o recombinante. Estos péptidos se pueden
producir de forma recombinante usando una molécula de acido nucleico que codifica el péptido.

"Composicién farmacéutica” se refiere a una composiciéon que es adecuada para administracion como parte de un
régimen de tratamiento y/o prevenciéon de una enfermedad o afeccion. Como tal, el término "composicién
farmacéutica” incluye las composiciones farmacéuticas tanto terapéuticas como profilacticas. Incluido también en el
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término "composicion farmacéutica” estan las composiciones que son de naturaleza inmunogénica, es decir, lo que
significa que dan como resultado una respuesta inmunitaria en un huésped al que se administra la composicién
farmacéutica. Como tal, "composicion farmacéutica”, como se usa en el presente documento, abarca vacunas.

"pH fisiologico" se refiere a valores de pH que existen normalmente in vivo en seres humanos. En el sentido mas
amplio, "pH fisiologico” describe un intervalo de pH de aproximadamente 6,5 - 8,0, ambos inclusive. Preferentemente,
"pH fisiolégico” se refiere a pH 6,8 - 7,5, ambos inclusive. En particular, "pH fisioldgico" se puede referir a pH 6,8, 6,9,
70,71,72,7,3,7,4675.

"Inmunogénico” se refiere a la capacidad de una molécula para provocar una respuesta inmunitaria en un organismo
inoculado con la misma.

El término "adyuvante” se refiere a una sustancia diferente del antigeno diana que puede mejorar o potenciar la
activacion de células efectoras inmunitarias.

El término "sistemas coadyuvantes" se usa en el presente documento para denotar la combinacion de compuestos
inmunoestimuladores, tales como los virosomas de la presente invencidn, con antigenos diana para potenciar el efecto
inmunoestimulador que cada componente del sistema podria ejercer si se usa por si mismo, asi como su combinacion
con un sistema de administracion adecuado, tal como liposomas, lo que puede incrementar el efecto estimulador
inmunitario de las composiciones.

En el contexto de la presente invencion, la expresion "trans-adyuvante” se refiere a un compuesto inmunoestimulante
que puede provocar o mejorar la respuesta inmunitaria contra un antigeno no asociados con el mismo. "No asociado
con el mismo" significa que el antigeno no esta acoplado, ni unido, ni conjugado, ni de otro modo enlazado al
trans-adyuvante. "No asociado con el mismo" también significa que el antigeno no esta encapsulado ni atrapado en el
trans-adyuvante.

El término "potenciar” o "inmunopotenciar” se usa en el presente documento para referirse a un efecto adyuvante o de
mejora sobre las funciones inmunitarias que se puede producir a través de la estimulacién de células efectoras
inmunitarias y puede conducir a la destruccion o eliminacion de patdégenos que llevan antigenos o enfermedades
malignas y/o a la inmunidad de los mismos.

"Virosomas", como se usa en el presente documento, son envolturas viricas reconstituidas que se pueden derivar de
una variedad de virus, pero que carecen de nucleocapsides infecciosas y del material genético del virus fuente. Los
virosomas consisten en una mezcla de lipidos de membrana de origen virico o bien no virico y una o mas proteinas de
envoltura virica. Estas proteinas de envoltura representan la funcionalidad virosémica, de modo que su actividad de
fusién de membrana imita rigurosamente la actividad de fusién de membrana dependiente de pH bajo bien definida del
virus intacto, que esta mediada exclusivamente por la proteina de fusion virica. Al igual que los virus, los virosomas se
internalizan rapidamente por endocitosis mediada por receptor. En contraste con los sistemas viricos, los virosomas
son seguros, ya que se ha retirado la nucleocdpside infecciosa del virus. Hasta ahora, los virosomas se usan
principalmente como vacunas incorporando antigeno sobre la superficie o dentro del lumen de los virosomas. En
contraste con las particulas similares a virus (VLP), los virosomas no se forman espontaneamente después de la
expresion recombinante de la proteina en un sistema de expresion apropiado, sino que son el resultado de un proceso
in vitro controlado, lo que permite una produccién industrial a gran escala de los virosomas. Los virosomas resultantes
contienen una bicapa lipidica compuesta principalmente de lipidos sintéticos, mientras que las VLP se elaboran de
lipidos celulares y la mayor parte del tiempo no forman bicapas. Ademas, en el caso de los virosomas, el contenido de
los componentes individuales, es decir, lipidos, proteinas de virus se puede variar de acuerdo con los requisitos para el
producto final. Debido a la facilidad de su produccion y a su versatilidad, los virosomas utilizados en la presente
invencion son, por lo tanto, mucho mas sofisticados que las VLP conocidas en la técnica.

Los términos "encapsulado®, "cargado en", "-cargado” y "atrapado” se usan de forma intercambiable en la presente
invencion y se refieren a la localizacién de un antigeno o de cualquier otra sustancia adecuada en el lumen de un
virosoma, liposoma o de cualquier otro vehiculo/transportador que tenga un lumen de este tipo.

Los virosomas utilizados en la presente invencion son virosomas sintéticos denominados virosomas de la influenza
reconstituidos inmunopotenciadores (IRIV). Los IRIV son vesiculas unilamelares esféricas con un diametro medio de
150 nm y comprenden una doble membrana lipidica, que consiste esencialmente en fosfolipidos, preferentemente
fosfatidilcolinas (PC) y fosfatidiletanolaminas (PE). Los IRIV contienen las glucoproteinas de envoltura virica funcional
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) intercaladas en la membrana bicapa de fosfolipido. La HA biolégicamente
activa no sélo confiere estabilidad estructural y homogeneidad a las formulaciones virosdmicas sino que también
contribuye significativamente a las propiedades inmunolégicas manteniendo la actividad de fusién de un virus.
Opcionalmente, los IRIV de la presente invencion comprenden moléculas de hemaglutinina de mas de una cepa de
virus, formando asi IRIV quiméricos ("CIRIV").

En otra realizacion preferida, los virosomas de la invencion comprenden lipidos de membrana catidnicos para mejorar
adicionalmente las propiedades adyuvantes y permitir la liofilizacion de los virosomas. Los lipidos de membrana
cationicos son preferentemente derivados de colesterol catidnicos, mas preferentemente DC-Col (cloruro de
N-(dimetilamonioetil)carbamato de colesterilo) y/o TC-Col (cloruro de N-(trimetilamonioetil)carbamato de colesterilo).

9
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La invencion toma ventaja del hecho de que los liposomas, que se pueden preparar a concentraciones lipidicas muy
altas, tiene eficacias de encapsulacién altas. Por tanto, la invencion proporciona una composicién farmacéutica que
combina la alta capacidad de carga de los liposomas con el efecto inmunopotenciador de los virosomas, dando como
resultado la asociacion eficaz, por ejemplo, el atrapamiento de solutos, como péptidos, proteinas,
glucoproteinas/péptidos, carbohidratos o acidos nucleicos, y similares, dentro de los liposomas funcionales que
pueden administrar sustancias inmunolégicamente activas a las células. Al mismo tiempo, la composicién
farmacéutica provoca una respuesta inmunitaria potente contra el antigeno asociado, por ejemplo, atrapado, en virtud
de la actividad trans-adyuvante de los virosomas.

Por consiguiente, en una realizacién preferida de la invencion, el antigeno se carga en, o se encapsula en, liposomas.
Los lipidos lipos6micos, que se usan en la presente invencion, se seleccionan preferentemente del grupo que consiste
en lipidos catidnicos, lipidos sintéticos, glucolipidos, fosfolipidos, colesterol o derivados de los mismos. Los
fosfolipidos comprenden preferentemente fosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerol, acido fosfatidico, cardiolipina y fosfatidilinositol con composiciones acilo grasas variables. Los lipidos
catibhicos se seleccionan preferentemente del grupo que consiste en DOTMA (cloruro de
N-[(1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio), DOTAP (cloruro de
N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio, DODAC (cloruro de N,N-dioleil-N,N,-dimetilamonio), DDAB (bromuro
de didodecildimetilamonio, TC-Col (cloruro de N-(trimetilamonioetil)carbamato de colesterilo), DC-Col (cloruro de
N-(dimetilamonioetil)carbamato de colesterilo), u otros derivados de colesterol catidnicos, y estearilamina u otras
aminas alifaticas y similares. En general, se formulan como liposomas unilamelares pequefios en una mezcla con
DOPE (dioleoilfosfatidil etanolamina) que se usa ampliamente como lipido "auxiliar” para facilitar la alteracion de la
membrana endosémica. Lo mas preferentemente, los lipidos liposomicos de los liposomas comprenden
fosfatidilglicerol y fosfatidiletanolamina, mas preferentemente 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-(1-glicerol) (PG)y
1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina (DOPE).

La encapsulacion de al menos una sustancia antigénica, tal como una proteina, péptido, glucopéptido, glucoproteina,
carbohidrato, acido nucleico, y similares en liposomas se puede realizar por cualquier procedimiento conocido en la
técnica, incluyendo los procedimientos descritos en Monnard et al., Biochim. Biophys. Acta 1329: 39- 50, 1997, en
Wagner et al., J. Liposome Res., 12(3) 271-283, 2002, o en Oberholzer et al., Biochim. Biophys. Acta 1416: 57-68,
1999, entre otros muchos procedimientos bien conocidos. En una realizacién preferida de la invencion, se logran
eficacias de encapsulacién liposémica altas por la técnica de congelacién/descongelacion usada para preparar
vesiculas lipidicas puras. Con este procedimiento, se puede atrapar aproximadamente un 50 % de la cantidad inicial
de un plasmido linealizado de mas de 3 kb dentro de vesiculas unilamelares grandes (LUV) que consiste
preferentemente en 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina (POPC) / bromuro de didodecil-dimetilamonio (DDAB)
(Monnard et al., Biochim. Biophys. Acta 1329: 39-50, 1997).

La al menos una molécula antigénica esta atrapada en o unida al liposoma. En una realizacién de la invencién, la al
menos una molécula antigénica unida al liposoma esté conjugada a un lipido o resto lipéfilo, de modo que dicho lipido
o resto lipdfilo se puede insertar en la capa lipidica liposémica para que presente la molécula antigénica sobre la
superficie del liposoma. Dicho lipido o resto lipdfilo puede ser cualquier acido graso, por ejemplo, acido miristoleico o
acido laurico, un isoprenoide, por ejemplo farnesilo o geranilgeranilo, un alcohol graso, por ejemplo alcohol laurilico o
miristilico, glucosilfosfatidilinositol, o cualquier otra molécula adecuada conocidos por los expertos en la técnica.

Los virosomas de la invencién comprenden proteinas unidas a membrana activas de fusién, por ejemplo,
hemaglutinina y/o neuraminidasa, y lipidos de membrana, por ejemplo, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina y/o derivados de colesterol. En la realizacién mas preferida, los virosomas comprenden ademas un
lipido catidnico, por ejemplo, derivados de colesterol catidnicos como TC-Col (N-(trimetilamonioetil)carbamato de
colesterilo) o DC-Col (N-(dimetilamonioetil)carbamato de colesterilo). Los virosomas son IRIV.

Los procedimientos para la preparacion de virosomas son bien conocidos por los expertos en la téchica (Bron et at.,
Methods Enzymol. 220: 313-331, 1993). Los virosomas de la gripe, por ejemplo, se pueden reconstituir a partir de los
lipidos de membrana virica original y afadir glucoproteinas después de la solubilizacion del virus de la gripe inactivado
con octaetilenglicol monododecil éter, la sedimentacién de la nucleocapside (las glucoproteinas y lipidos viricos
permaneceran en el sobrenadante) y la retirada del detergente en el sobrenadante con una resina hidréfoba
(Bio-Beads SM2)(Stegmann et al., Traffic 1: 598-604, 1987). Los IRIV de la invencién también pueden ser CIRIV, lo que
significa que pueden contener moléculas de hemaglutinina de al menos dos cepas de virus diferentes, por ejemplo, de
X-31 y de A/Sing. Los IRIV de la invencién también pueden contener lipidos catidnicos, por ejemplo, derivados de
colesterol cationicos como N-(trimetilamonioetil)carbamato de colesterilo (TC-Col) o N-(dimetilamonioetil)carbamato
de colesterilo (DC-Col).

Entre otras cosas, la presente invencion demuestra que la encapsulacion de un antigeno de muestra en un liposomay
la combinacién de dicho antigeno atrapado en el liposoma con virosomas vacios genera una composicion
inmunogénica potente para linfocitos T (citoliticos T) CD8+ para crear un efecto adyuvante potente contra el antigeno
diana de muestra.

Por lo tanto, una realizacién preferida de la presente invencién, adecuada para activar la respuesta inmunitaria
citotdxica por la activacion de células CD8+, se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un virosoma
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IRIV, junto con una proteina o péptido antigénico de eleccién encapsulado en un liposoma, manteniéndose dicha
composicién farmacéutica a pH fisioldgico. A este pH, el virosoma y el liposoma siguen siendo entidades separadas.

En otra realizacion preferida, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién sirven para activar una
respuesta de linfocitos auxiliares CD4+ y, por tanto, comprenden un antigeno de eleccién acoplado a (es decir, unido
a) la superficie de un vehiculo transportador, preferentemente un liposoma, y un virosoma IRIV.

En otra realizacién preferida, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién sirven para inducir una
respuesta de linfocitos B.

Opcionalmente, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién pueden comprender ademas
excipientes, sustancias auxiliares, aditivos, disolventes y otras sustancias farmacéuticamente aceptables conocidas
por el experto en la técnica.

En el contexto de la presente invencién, la expresién “farmacéuticamente aceptable" se refiere al hecho de que la
administracién de un determinado compuesto, transportador, excipiente y similar, es bien tolerada por el receptor.

El uso de las composiciones divulgadas para la fabricacién de un medicamento para vacunar o inocular a un sujeto
también es parte de la presente invencién. Preferentemente, dicho sujeto es un ser humano. De forma alternativa, las
composiciones farmacéuticas dadas a conocer se pueden usar para propdésitos terapéuticos y/o profilacticos.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de un virosoma (IRIV), un liposoma y al menos una molécula
antigénica para preparar una composicion farmacéutica para potenciar la inmunogenicidad de un antigeno de eleccion
(es decir, de una molécula antigénica), siempre que la composicion farmacéutica se mantenga a pH fisiolégico. Dicho
antigeno es encapsulado en o unido a un liposoma. A pH fisiolégico, el virosoma y el liposoma siguen siendo entidades
separadas.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un kit de partes que comprende un virosoma (IRIV), un liposoma, y al menos
una molécula antigénica, en el que el kit comprende adicionalmente medios para mantener el virosoma, el liposoma
y/o la al menos una molécula antigénica a pH fisiolégico al que dicho virosoma y dicho liposoma siguen siendo
entidades separadas. La al menos una molécula antigénica esté unida a o atrapada en el liposoma. En una realizacion
especifica, el kit de acuerdo con la invencién contiene un virosoma vacio como adyuvante, un vehiculo transportador,
por ejemplo, un liposoma, y opcionalmente la molécula antigénica deseada. Todos estos compuestos pueden estar
contenidos en vesiculas separadas y puede estar en forma liofilizada, para facilitar el almacenamiento. Si el kit
comprende el virosoma y vehiculo transportador, por ejemplo, un liposoma, en la misma solucién, esta solucién se
mantiene a pH fisiolégico. Si el kit comprende el virosoma y el vehiculo transportador, por ejemplo, un liposoma y/o la
molécula antigénica, en diferentes soluciones, cada una de estas soluciones se mantiene a pH fisioldgico,
preferentemente al mismo pH, de modo que este pH, tal como se define en el presente documento, se mantenga
después de la combinacién de las soluciones individuales. En caso de que uno o mas compuestos del kit se liofilicen,
el disolvente para la solvatacién/reconstitucion también se puede incluir en el kit. En este caso, el disolvente para la
solvatacién/reconstitucion se mantiene a pH fisioldgico.

Administracién

Las composiciones farmacéuticas inmunoestimuladoras de la invencién son adecuadas para administracién. Las
composiciones de la presente invencién son adecuadas para administracion en preparaciones farmacéuticas
aceptables. Estas preparaciones pueden contener de forma rutinaria concentraciones farmacéuticamente aceptables
de sal, agentes tamponadores, conservantes, vehiculos de administracién compatibles, agentes potenciadores
inmunitarios suplementarios, tales como otros adyuvantes convencionales y/o citocinas.

Una composicién farmacéutica inmunogénica tal es adecuada para la administracion en una amplia variedad de
formas de dosificacién y vias de administracién, de las que todas se conocen por un experto en las técnicas
farmacéuticas.

Por tanto, la invencién proporciona composiciones adecuadas para la administracion parenteral que comprenden una
solucion de las moléculas antigénicas, virosomas y liposomas disueltos o suspendidos en un vehiculo transportador,
preferentemente un transportador acuoso, por ejemplo, agua, agua tamponada, solucién salina al 0,4 %, dlicina al 0,3
%, acido hialurénico y similares conocidos por un experto en la técnica. Estas composiciones se pueden esterilizar por
técnicas de esterilizacién muy conocidas, o se pueden filtran de forma estéril. Las soluciones acuosas resultantes se
pueden envasar para su uso como tal, o se pueden liofilizar, combinandose la preparacion liofilizada con una solucién
estéril mantenida a pH fisioldgico antes de la administracién.

Las composiciones de la invencidon pueden contener opcionalmente sustancias auxiliares farmacéuticamente
aceptables como sea necesario para aproximar las condiciones fisiolégicas, tales como agentes de ajuste de pH y de
tamponacioén, agentes que ajuste de tonicidad, agentes humectantes y similares, por ejemplo, acetato de sodio, lactato
de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, monolaurato de sorbitan, oleato de trietanolamina,
entre otros muchos conocidos por un experto en la técnica. Los procedimientos actuales para preparar compuestos
administrables de forma parenteral seran conocidos o patentes por los expertos en la técnica y se describen con mas
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detalle, por ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy ("Remington's Pharmaceutical Sciences")
por Gennaro A.R., ed. 20? edicién, 2000: Williams & Wilkins PA, EE. UU.

Para administracion parenteral, se desean suspensiones y soluciones estériles. Se emplean preparaciones isoténicas
que contienen en general conservantes adecuados cuando se desea una administracién intravenosa.

En los procedimientos y usos de la presente invencion, las composiciones farmacéuticas descritas en detalle en el
presente documento son adecuadas normalmente para la administracién en mezcla con diluyentes o excipientes
farmacéuticos seleccionados adecuadamente con respecto a la forma deseada de administraciéon.

En realizaciones preferidas, las composiciones farmacéuticas son adecuadas para administracién por via
intradérmica, subcutanea o intramuscular.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden complementar adicionalmente combinando
cualquiera de las composiciones mencionados anteriormente con otro compuesto que potencie la respuesta
inmunitaria. Los compuestos que potencian la respuesta inmunitaria se clasifican como adyuvantes o bien citocinas.
Los adyuvantes adicionales pueden mejorar ademas la respuesta inmunolégica proporcionando un depdésito de
antigeno (extracelularmente o dentro de macréfagos), activando macréfagos y estimulando conjuntos especificos de
linfocitos. Los adyuvantes de muchos tipos son bien conocidos en la técnica; ejemplos especificos incluyen el de
Freund (completo e incompleto), componentes de las paredes celulares de micobacterias (Bacillus calmette-guerin,
Mycobacterium vaccae, corynebacterium parvum), lipopolisacaridos tales como lipido A, monofosforil lipido A, LPS o
derivados de LPS o MF59 (Chiron), y diversas emulsiones de aceite en agua (por ejemplo, IDEC-AF). Otros
adyuvantes usados actualmente incluyen: sales minerales o geles minerales, tales como hidréxido de aluminio, fosfato
de aluminio y fosfato de calcio, sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones,
hemocianinas de lapa californiana y dinitrofenol, moléculas inmunoestimuladoras, tales como saponinas (ISCOM
QS-21 (SmithKline Beecham)), dipéptidos de muramilo y derivados tripeptidicos, dinucledtidos CpG, oligonucledtidos
CpG, lipopéptidos/lipoproteinas, toxina del célera y polifosfacenos, adyuvantes particulados y microparticulados, tales
como emulsiones, cocleatos o adyuvantes mucosos de complejos inmunoestimuladores.

Las citocinas también son utiles en protocolos de vacunacién como resultado de propiedades estimuladoras de
linfocitos. Las numerosas citocinas Utiles para tales fines seran conocidas para un experto en la técnica, incluyendo
interleucina-2 (IL-2), IL-12, GM-CSF y muchas otras.

Ventajosamente, las formulaciones adecuadas de la presente invencién son adecuadas para la administracién en una
dosis Unica, o0 se puede administrar la dosis total en dosis divididas, por ejemplo, de dos, tres o cuatro veces.

El régimen de dosificacién utilizando las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se selecciona de
acuerdo con una variedad de factores, incluyendo, por ejemplo, especie, edad, peso, sexo y estado médico del
paciente, el estadio y la gravedad de la afeccion que se va a tratar, y el compuesto particular del mismo empleado, de
los que todos se pueden determinar facilmente por un médico experto.

Las dosis iniciales puede estar seguidas de dosis de refuerzo, siguiendo protocolos de inmunizacién estandar en la
técnica.

Las preparaciones (es decir, composiciones farmacéuticas) de la invencion son adecuadas para la administracioén en
cantidades eficaces. En general, las dosis de inmundégenos que varian desde 1 nanogramo/kilogramo de peso corporal
hasta 100 miligramos/kilogramo de peso corporal, dependiendo del modo de administracion, se consideran eficaces.
Se cree que el intervalo preferido esta entre 500 nanogramos y 500 microgramos por kilogramo de peso corporal. La
cantidad absoluta dependera de una variedad de factores, incluyendo la composicion farmacéutica seleccionada para
la administracion, si la administracién esta en dosis Gnicas o miltiples, y los parametros del paciente individual,
incluyendo edad, condicion fisica, tamano, peso y el estadio de la enfermedad. Estos factores son bien conocidos por
los expertos en la técnica y se pueden abordar sélo con experimentacion de rutina.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un virosoma (IRIV), un
liposoma, y al menos una molécula antigénica, en la que la composicién farmacéutica se mantiene a pH fisiolégico,
para la vacunacion o inmunizacion de un sujeto. La al menos una molécula antigénica estd atrapada en o unida al
liposoma. A pH fisiolégico, el virosoma y el liposoma siguen siendo entidades separadas.

Aun otro aspecto de la invencion se refiere a una composicioén farmacéutica que comprende un virosoma (IRIV), un
liposoma, y al menos una molécula antigénica, en la que la composicién farmacéutica se mantiene a pH fisiolégico,
para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o trastorno en un sujeto que lo necesita. La al menos una
molécula antigénica esta atrapada en o unida al liposoma. A pH fisiolégico, el virosoma y el liposoma siguen siendo
entidades separadas.

Ejemplos
Las realizaciones especificas de la invencion y los siguientes ejemplos se proporcionan para demostrar la eficacia de
la invencién reivindicada. En la medida en que se mencionan los materiales especificos, es unicamente para fines de
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ilustracion. A menos que se establezca de otro modo, se usan procedimientos bioquimicos y de biologia molecular,
tales como los que se exponen en Voet, Biochemistry, Wiley, 1990; Stryer, Biochemistry, W.H. Freeman, 1995;
Bodanszky, Peptide Chemistry. A Practical Textbook, 22 ed., Springer-Verlag, Berlin, 1993; Sambrook et al., Molecular
Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, 2001; Ausubel et al. (Eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, 2000.

Ejemplo 1

Reactivos y péptidos: Octaetilenglicol-mono-(n-dodecil)éter (OEG, Ci2Eg), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo-rac-
(1-glicerol) (PG), mitomicina C, L-glutamina, penicilina, estreptomicina, Hepes, penicilina y medio RPMI se adquieren
de Fluka Chemie GmbH y Sigma (Buchs, Suiza), respectivamente. La sacarosa (Eur. Phar.) se adquiere de Merck
(Dietikon, Suiza). FCS se compré de Gibco BRL (Basel, Suiza). La fosfatidil colina (PC) de huevo se obtiene de Lipoid
(Cham, Suiza). 1-oleoil-3-palmitoil-rac-glicero-2-fosfoetanolamina (PE) y péptidos se obtienen de Bachem (Bubendorf,
Suiza). Bio-Beads SM2 se adquieren de Bio-Rad Laboratories (Glattbrugg, Suiza). Cr°' se obtienen de Amersham
Biosciences (Otelfingen, Suiza). IL-2 se obtiene de EuroCetus B.V. (Amsterdam, Paises Bajos). N-succinimidil-S-
acetiltioacetato (SATA) se adquiere de Pierce Biotechnology (Rockford, EE. UU.).

Los virus de la gripe de la cepa A/Singapore/6/86 (A/Sing) y la cepa X-31, propagados en la cavidad alantoica de
huevos embrionados (Gerhard, W. 1976. The analysis of the monoclonal immune response to influenza virus. Il. The
antigenicity of the viral hemagglutinin. J. Exp. Med. 144:985-995), se obtuvieron de Berna Biotech AG (Berna, Suiza) y
se purificaron como se describe (Skehel, J. J. y Schild, G. C. 1971. The polypeptide composition of influenza A viruses.
Virology 44:396). Se determiné la proporcién de hemaglutinina/fosfolipido de acuerdo con Bottcher (Bottcher, C. J. F.,
Van Gent, C. M., y Pries, C. 1961. A rapid and sensitive sub-micro phosphorus determination. Anal. Chim. Acta 24:203)
y la cuantificacion de HA después de SDS-PAGE con el procedimiento de extraccién de Coomassie como se describe
por Ball (Ball, E. H. 1986. Quantitation of proteins by elution of Coomassie brilliant blue R from stained bands after
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. Anal. Biochem. 155:23).

Ejemplo 2

Preparacion de los virosomas estandar (IRIV): Para un volumen final de 4 ml, se disolvieron 32 mg de PC de huevo y
8 mg de PE en 3 ml de PBS, OEG 100 mM (PBS/OEG). Se centrifugan 2 mg de HA de virus de la gripe inactivado
A/Singapore/6/86 a 100.000 x g durante 1 h a 4 °C y se disuelve el sedimento en 1 ml de PBS/OEG. Se mezclan los
fosfolipidos solubilizados en detergente y los virus y se someten a sonicacion durante 1 min. Se centrifuga esta mezcla
a 100.000 x g durante 1 hora a 18 °C y se filtra de forma estéril el sobrenadante estéril (0,22 ym). Después, se forman
los virosomas por retirada del detergente usando 1,25 g de SM2 Bio-Beads humedas (BioRad, Glattbrugg, Suiza)
durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion y tres veces durante 30 min con 0,625 g de Bio-Beads SM2 cada
una.

Los virosomas quiméricos (CIRIV) que contenian HA de X-31 y A/Sing se prepararon de forma similar. Se mezclaron
cantidades idénticas de proteinas viricas de las dos cepas de virus antes de la solubilizacion.

Ejemplo 3

Preparacion de liposomas con péptico especifico encapsulado: 36,4 pmol (28 mg) de PC y 15,6 pmol (11 mg) de PG
(proporcién molar 70:30) se disolvieron en metanol/cloroformo (2:1). Se retir6 el disolvente por un evaporador rotatorio
(Rotavapor R-205, Blichi Labortechnik, Suiza) a 40 °C en un vacio gradual de 30-10 kPa. Se hidrata la pelicula lipidica
seca con 350 ul de PBS que contenia 2-3,5 mg del péptido especifico que se va a encapsular. Antes de la extrusion, se
ajusta el volumen hasta 500 yl con PBS. Después, se extrude la dispersion de liposomas diez veces a través de
membranas de policarbonato (membrana Nucleopore Track-Etch, 0,2 um, Whatman, Kent, Reino Unido) con una
extrusora Lipex de 1,5 ml (Northern Lipids, Vancouver, Canad4). Se realiza la determinacién del tamario de los
liposomas extruidos por dispersiéon de luz usando un instrumento 1000HS Zetasizer (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido).

Ejemplo comparativo 4

Preparacion de péptido-CIRIV como controles: Se incuban CIRIV (600 pl en PBS, aprox. 6 mg de fosfolipido) con 200
ul (aprox. 15 mg de fosfolipidos) de liposomas extrudidos de PC/PG (0,2 um de didmetro) que contenian el péptido
especifico a 18 °C en PBS bajo agitacion constante. Los péptido-CIRIV de control se deben preparar como productos
de fusion de liposomas y virosomas que contienen antigenos, en contraste con la presente invencion, en la que los
liposomas y los virosomas siguen estando separados (es decir, no fusionados) en la composicion. Para activar la
fusion de los CIRIV de control, se ajusta el pH hasta 4,5-5,5 con 15 pul de HCI 1 M. Después de la incubacién durante 30
min, se neutraliza la mezcla (pH 7,0 - 8,0) con 15 pl de NaOH 1 M y se extruden los productos de fusién cinco veces a
través de membranas de policarbonato (membrana Nucleopore Track-Etch, 0,2 um), con una extrusora Lipex de 1,5 ml
(Northern Lipids, Canada).

Ejemplo 5

Preparacion de virosomas que contienen TC-Col ("TIRIV"): Se preparan los TIRIV por el procedimiento de retirada de
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detergente. Para un volumen final de 4 ml, se disuelven 32 mg de PC de huevo, 8 mg de EP y 5 mg de cloruro de
N-(trimetilamonioetil)carbamato de colesterilo (TC-col) en 2,6 ml de PBS, OEG 100 mM (PBS/OEQ). Se centrifugan 2
mg de HA de virus de la gripe inactivado A/Singapore/6/86 a 100.000 x g durante 1 h a 4 °C y se disuelve el sedimento
en 1 ml de PBS/OEG. Se mezclan los fosfolipidos solubilizados en detergente y los virus con 0,4 ml de sacarosa al 50
% (p/v) y se someten a sonicacion durante 1 min. Se centrifuga esta mezcla a 100.000 x g durante 1 ha 18 °C y se filtra
de forma estéril el sobrenadante estéril (0,22 um). Después, se forman los virosomas por retirada del detergente
usando 1,25 g de Bio-Beads SM2 himedas durante 1 h a temperatura ambiente con agitacién y cinco veces durante
30 min con 0,625 g de Bio-Beads SM2 cada una. Se filtran de forma estéril los virosomas (0,22 pm) y se alicuoté en
viales de vidrio estériles. Se congelan los viales cerrados a -70 °C y después se liofilizan a -40 °C durante 20hy 10 °C
durante 2 h. Se almacenan los viales cerrados en el congelador hasta su uso.

Ejemplo 6

Preparacion de péptido-TIRIV: Para obtener TIRIV que contienen el péptido de eleccién, se disuelve el péptido en
agua a la concentracion deseada. Se retiran los TIRIV liofilizados, congelados, del congelador y se equilibra a TA
durante 5 min, antes de afiadir una cantidad equivalente de péptido disuelto (4 °C) al liofilizado. Se mezcla el vial poco
durante aproximadamente 10 segundos en el vértex el nivel intermedio y se almacena a 4 °C hasta su uso. De forma
alternativa, se pueden afadir a los TIRIV péptidos que estan enlazados a PE durante el procedimiento de preparacion
descrito en el ejemplo 5. Se afnade el péptido a la concentracién deseada antes de someter a sonicacion y filtracion
estéril de la solucién. Las demas etapas de preparacién no se cambian. Se realiza la reconstitucion de los TIRIV
liofilizados con un volumen igual de agua.

Ejemplo 7

Inmunizaciones: Se inmunizaron por via subcutanea (s.c.) ratones HLA-A2,1 tg con 100 ul de virosomas con péptido
encapsulado, liposomas con péptido encapsulado junto con virosomas vacios, liposomas con péptido encapsulado,
péptido con virosomas vacios, péptido en solucion salina o virosomas vacios. Los ratones recibieron 2 inyecciones en
un intervalo de 3 semanas y se analizé la respuesta 2 semanas después de la ultima inyeccion.

Ejemplo 8

Ensayo de citotoxicidad: Se reestimularon células del bazo (4 x 106/poclllo) de ratones inmunizados individuales
durante 5 dias en placas de cultivo de tejido de 24 pocillos con 6 x 10° células de EL-4S3' Rob HHD tratadas con
mitomicina C (50 pug/ml durante 1 hora) que se han sometido a pulsos con 10 ug/ml de péptido especifico, en medio
RPMI completo que contenia L-glutamma 2 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, Hepes 5 mM, 10
% de FCS y 2-mercaptoetanol 5 x 10° M a 37 °C y CO2 al 5 %. En el dia 2, se afadieron 5 U/ml de IL-2. Se sometié a
prueba la actividad citolitica especifica en un ensayo de liberacién de °'Cr estandar contra células diana de
EL-4S3'Rob HHD sometidas a pulsos con 10 pg/mi de péptido o medio de control especifico. Después de 4 horas de
incubacién, se midié la liberacién de *'Cr usando un contador y. Se determiné la liberacién espontanea y maxima a
partir de pocillos que contenian medio solo o después de lisis con HCI 1 N, respectivamente. Se calculé la lisis por la
férmula: (liberacién en ensayo - liberacién espontanea) / (liberacién maxima - liberacion espontanea) x 100. Se
determind la lisis especifica de péptido como el porcentaje de lisis obtenida en presencia o en ausencia de péptido. La
liberacion espontanea fue siempre menor del 15 % de la liberacién maxima.

Ejemplo 9

Tincion de IFNy intracelular: Se incubaron células de bazo (12 x 10°%) con 10 pg/ml de péptido especifico o péptido no
relevante (control negativo) en medio de RPMI completo que contenia L-glutamlna 2 mM, 100 U/ml de penicilina,
estreptomicina 100 pg/mi, Hepes 5 mM, 5 % de FCS y 2-mercaptoetanol 5 x 10°Ma37°C y CO2 al 5 % en presencia
de 5 pyg/mi de brefeldina A durante 4 h. Se tifieron las células con anticuerpos antiCD8 conjugados con FITC, se
permeabilizaron y se tifieron con anticuerpos anti-IFNy conjugados con PE usando el kit Cytofix/Cytoperm siguiendo
las instrucciones del fabricante (BD Pharmingen, San Diego, EE. UU.). Los datos se adquirieron en un citémetro de
flujo FACSCalibur y se analizaron con el programa informatico WinMDI2.8. Se calculé la frecuencia de células
productoras de IFNy como el porcentaje de células positivas para IFNy y positivas para CD8 entre el total de células
positivas para CD8. Se obtuvo el porcentaje de células especificas de péptido restando el porcentaje en muestras
estimuladas con péptido no relevante del porcentaje en muestras estimuladas con péptido especifico.

Ejemplo 10

Ensayo de ELISPOT: Para cuantificar la frecuencia de células productoras de IFNy especificas de epitope, Se uso el kit
de ELISPOT de IFNy de U-CyTech (Utrecht, Paises Bajos). Se reestimularon células de bazo (6 x 10° /pocillo) de
ratones inmunizados en placas de cultivo de tejido de 24 pocillos con 10 pg/ml de péptido especifico o un péptido no
relevante (control negativo) en medio RPMI completo que contenia L-glutamma 2 mM, 100 U/ml de penicilina,
estreptomicina 100 ug/ml, Hepes 5 mM, 10 % de FCS y 2- mercaptoetanol 5x10°Ma 37°Cy CO2 al 5 %. Después de
la estimulacién durante toda una noche, se transfirieron 10° y 10* células de los cultivos de reestimulacién en
duplicados a una placa de ELISPOT de IFNy bloqueado de albimina (U-CyTech, Utrecht, Paises Bajos) y se incubé
durante 5 h a 37 °C, para permitir la secrecién de citocinas. Se desarrollaron puntos siguiendo las instrucciones del
fabricante y se contaron usando un microscopio. Se evalu6 el nivel de referencia en pocillos en los que se estimularon
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células efectoras con esplenocitos sometidos a pulsos con péptidos no relevantes. Se obtuvo el nimero de puntos
especificos de péptidos restando el valor de referencia del niUmero de puntos inducidos después de la estimulacion de
péptido especifico.

Ejemplo 11

Se realizé la cuantificacion de péptido Core 132 de VHC por HPLC de fase inversa sobre un sistema Serie 1100 de
Agilent (Agilent Technologies) equipado con una columna de fase inversa ZORBAX Eclipse XDB C8, 4,6 x 150 mm, de
5um (Agilent Technologies), un horno de columna fijado a 25 °C y un detector DAD fijado a 210 nm. Se produjo la
elucion por un gradiente que consistia en fosfato de trietilamonio 10 mmol/l, pH 3 en agua como fase movil A (reactivos
de Merck) y acetonitrilo como fase mévil B (acetonitrilo de Sigma). El gradiente recorre desde un 25 % de B hasta un 38
% de B durante 7 minutos y desde un 38 % de B hasta un 100 % de B en 5,4 min donde permanece durante otros 4
minutos por un flujo de 1,3 mi/min. El volumen de inyeccién fue de 10 pl. Para la cuantificacion de péptido
encapsulado, se cargé una fraccion (5-30 ul) de liposomas o virosomas, respectivamente, sobre columnas de giro de
filtracion en gel de 1ml Sephadex G50 Coarse equilibradas con PBS, recién preparadas. Se obtuvieron vesiculas con
péptido encapsulado sélo después de la centrifugacion de la columna de giro a 300 x g durante 2 min, ya que el péptido
no encapsulado se retardé en la columna. Para experimentos de adicién, se afiadié una cantidad definida de péptido a
los liposomas vacios antes de la purificacion.

Ejemplo 12

Se prepararon virosomas quiméricos con HA a partir de la cepa de la gripe X-31 y A/Sing, respectivamente, como se
describe en el ejemplo 2 con adicion de 4 mg de biotina-DHPE (biotina-DHPE (N-(biotinoil)-1,2-dihexadecanoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sal de trietilamonio, Molecular Probes Europe, Leiden, Paises Bajos) a la mezcla de
fosfolipidos (CIRIVBIio con 1 mg/mi de biotina-DHPE). Se prepararon liposomas que contenian péptido Core 132 de
VHC como se describe en el ejemplo 3. Se prepararon CIRIVBio que contenia péptido Core 132 de VHC como se
describe en el ejemplo 4 con CIRIVBio en lugar de CIRIV. Para la precipitacion de afinidad, se mezclaron 5 ul de
péptido-CIRIVBio a tampén IP (fosfato de sodio 50 mM, NaCi 0,1 M, pH 7,5) hasta un volumen final de 200 ul. Se
mezclaron los péptido-liposomas (cantidad equivalente de péptido que de péptido-CIRIVBio) con 5 ul de CIRIVBio
vacios, en un volumen de 200 ul. 100 pyl de perlas paramagnéticas de estreptavidina (estreptavidina Dynabeads
MyOne™ (10 mg/ml), Dynal Biotech, Hamburgo, Alemania), se lavaron dos veces en tampén de IP y se incubaron con
las mezclas de muestra a 4 °C durante 1,5 h con agitacién continua. Se lavé el precipitado dos veces en tampén de P,
y se resuspendié en 25 pl de OEG-PBS. Después de la incubacion a 4 °C durante 5 min, se retiraron las perlas y se
analizé el sobrenadante por RP-HPLC como se describe en el ejemplo 11.

Ejemplo 13

Preparacién de liposomas vacios: 36,4 pumol (28 mg) de PC y 15,6 umol (11 mg) de PG (proporcién molar 70:30) se
disolvieron en metanol/cloroformo (2:1). Se retiré el disolvente por un evaporador rotatorio (Rotavapor R-205, Biichi
Labortechnik, Suiza) a 40 °C en un vacio gradual de 30-10 kPa. Se hidraté la pelicula de lipidos seca con 500 pl de
PBS. Después, se extrude la dispersién de liposomas diez veces a través de membranas de policarbonato (membrana
Nucleopore Track-Etch, 0,2 ym, Whatman, Kent, Reino Unido) con una extrusora Lipex de 1,5 ml (Northern Lipids,
Vancouver, Canada). Se realiza la determinacién del tamafio de los liposomas extrudidos por dispersion de luz usando
un instrumento 1000HS Zetasizer (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido).

Ejemplo 14

Preparacion de liposomas con proteina especifica encapsulada: 36,4 pmol (28 mg) de PC y 15,6 umol (11 mg) de PG
(proporcion molar 70:30) se disolvieron en metanol/cloroformo (2:1). Se retir el disolvente por un evaporador rotatorio
(Rotavapor R-205, Biichi Labortechnik, Suiza) a 40 °C en un vacio gradual de 30-10 kPa. Se hidrata la pelicula lipidica
seca con 250-350 pl de PBS que contenia 2-10 mg del proteina especifica que se va a encapsular. Antes de la
extrusion, se afiaden 100-300 pl de PBS a los liposomas. Después, se extrude la dispersion de liposomas diez veces a
través de membranas de policarbonato (membrana Nucleopore Track-Etch, 0,2 um, Whatman, Kent, Reino Unido) con
una extrusora Lipex de 1,5 mi (Northern Lipids, Vancouver, Canada). Se realiza la determinacién del tamafio de los
liposomas extrudidos por dispersién de luz usando un instrumento 1000HS Zetasizer (Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido).

Ejemplo 15

Preparacion de liposomas a los que se une el péptido (péptido-liposomas): Para un volumen final de 4 ml, se
disolvieron 32 mg de PC de huevo, 8 mg de PE y la cantidad deseada del péptido-PE (por ejemplo, UK39) conjugado
en 4 ml de PBS, OEG 100 mM (PBS/OEG). Se mezclan los fosfolipidos solubilizados en detergente y el péptido y se
someten a sonicacion durante 1 min. Se centrifuga esta mezcla a 100.000 x g durante 1 hora a 18 °C (opcional:
filtracion estéril (0,22 pm)). Después, se forman los liposomas por retirada del detergente usando 1,25 g de SM2
Bio-Beads humedas (BioRad, Glattbrugg, Suiza) durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion y tres veces
durante 30 min con 0,625 g de Bio-Beads SM2 cada una. Finalmente, se filtra de forma estéril la solucién de
péptido-liposoma (por ejemplo, UK39-liposoma) (0,22 um) y se almacena a 4 °C.
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Ejemplo 16

Inmunizaciones: Se inmunizaron por via subcutanea (s.c.) ratones HLA-A2,1 tg con 100ul de liposomas con péptido
encapsulado; virosomas con péptido encapsulado (CIRIV); liposomas con péptido encapsulado mezclado con
virosomas vacios; virosomas con péptido encapsulado (CIRIV) mezclado con liposomas vacios; liposomas con
péptido encapsulado (sitio 1) y virosomas vacios (sitio 2) inyectados por separado en sitios diferentes; o virosomas
vacios. Los ratones recibieron 2 inyecciones en un intervalo de 3 semanas y se analizé la respuesta 2 semanas
después de la dltima inyeccién.

Ejemplo 17

Inmunizaciones: Se inmunizaron por via subcutanea (s.c.) ratones C57BI/6 con 100 ul de liposomas con proteina
encapsulada, liposomas con proteina encapsulada mezclada con virosomas vacios, o virosomas vacios. Los ratones
recibieron 2 inyecciones en un intervalo de 3 semanas y se analiz6 la respuesta 2 semanas después de la dltima
inyeccion.

Ejemplo 18

Inmunizaciones: Se inmunizaron por via subcutanea (s.c.) ratones HLA-A2,1 tg con 100 pl de liposomas con péptido
encapsulado; liposomas con péptido encapsulado mezclado con virosomas vacios; o liposomas con péptido
encapsulado mezclado con antigeno de HBsAg. Los ratones recibieron 2 inyecciones en un intervalo de 3 semanas y
se analiz6 la respuesta 2 semanas después de la tltima inyeccion.

Ejemplo 19

Inmunizaciones: Se inmunizaron por via subcutanea (s.c.) ratones HLA-A2,1 tg por via subcutanea (s.c.) con 100 pl de
liposomas con péptido encapsulado; o liposomas con péptido encapsulado mezclado con diferentes cantidades de
virosomas vacios. Los ratones recibieron 2 inyecciones en un intervalo de 3 semanas y se analizé la respuesta 2
semanas después de la ultima inyeccion.

Ejemplo 20

Inmunizaciones: Se inmunizaron por via intramuscular (i.m.) ratones Balb/c con 100 ul de liposomas a los que se une
el péptido; liposomas a los que se une el péptido mezclados con virosomas vacios; o liposomas a los que se une el
péptido (sitio 1) y virosomas vacios (sitio 2) se inyectaron por separado en diferentes sitios. Los ratones recibieron 3
inyecciones en un intervalo de 3 semanas y se tomaron los sueros 2 semanas después de la tltima inyeccion.

Ejemplo 21

Ensayo de citotoxicidad para ratones inmunizados con proteina de ovoalbimina: Se reestimularon células de bazo (4
X 106/pocillo) de ratones inmunizados individuales durante 5 dias en placas de cultivo de tejido de 24 pocillos con 6 x
10° células de EG.70OVA tratadas con mitomicina C (50 ug/ml durante 1 hora) en medio RPMI completo que contenia
L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, Hepes 5§ mM, 10 % de FCS y
2-mercaptoetanol 5 x 10° M a 37 °C y CO2 al 5 %. En el dia 2, se afiadieron 5 U/ml de IL-2 . Se someti6 a prueba la
actividad citolitica especifica en un ensayo de liberacion de *'Cr estandar contra células diana de EL-4 sometidas a
pulsos con 10 pg/ml de péptido OVA 257 o medio de control. Después de 4 horas de incubacién, se midié la liberacién
de %'Cr usando un contador y. Se determiné la liberacién espontanea y maxima a partir de pocillos que contenian
medio solo o después de lisis con HCI 1 N, respectivamente. Se calculé la lisis por la férmula: (liberacién en ensayo -
liberacion espontanea) / (liberacion maxima - liberacién espontanea) x 100. Se determind la lisis especifica de péptido
como el porcentaje de lisis obtenida en presencia o en ausencia de péptido.

La libera<ién espontanea fue siempre menor del 15 % de la liberacién maxima.
Ejemplo 22

Se realizod la tincién de IFNy intracelular para ratones inmunizados con proteina de ovoalblmina como se describe en
el ejemplo 9 usando el péptido OVA 257 como péptido especifico para estimulacién.

Ejemplo 23

Analisis del ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) con conjugados péptido-fosfatidiletanolamina: Se
recubrieron placas de Polysorp (Nunc, Fisher Scientific, Wohlen, Suiza) durante toda una noche a 4 °C con 100 pl de
una solucion de 10 ug/ml de conjugado péptido-fosfatidiletanolamina en PBS (pH 7,4). Después, se bloquearon los
pocillos con leche en polvo al 5 % en PBS durante 2 h a TA, seguido por tres lavados con PBS que contenia Tween 20
al 0,05 %. Después, se incubaron las placas con diluciones en serie del suero de ratén en PBS que contenia Tween 20
al 0,05 % y leche en polvo al 0,5 % durante 2 h a 37 °C. Después de lavarse, se incubaron las placas con anticuerpo Ig
anti-ratén de cabra conjugado con HRP (BD Bioscience, Basel, Suiza) durante 1 hora a 37 °C. Después de lavarse de
nuevo, se afiadio OPD-sustrato (comprimidos de O-fenilendiamina, Fluka, Buchs, Suiza, 1 comprimido en 50 ml de
tampén de citrato + 50 pl de H202), y se incubaron las placas en la oscuridad a temperatura ambiente hasta que la
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reaccion colorimétrica hubo progresado suficientemente y se detuvo la reaccion por adicion de 100 pl de H2S04 1 My
se leyeron las densidades 6pticas (DO) a 492 nm en un Spectra Max Plus (Molecular Devices, Bucher Biotech, Basel,
Suiza).

Ejemplo 24

Cuantificacion de péptido de UK39: Se realiza la cuantificacion de péptido por HPLC de fase inversa sobre un sistema
Serie 1100 de Agilent (Agilent Technologies) equipado con una columna de fase inversa ZORBAX Eclipse XDB C8, 4,6
x 150 mm, de 5um (Agilent Technologies), un refrigerador de muestra fijado a 4 °C y un detector DAD fijado a 210 nm.
Se usan como fase mévil A acido trifluoroacético al 0,1 % en agua y como fase mévil B acido trifluoroacético al 0,1 %
en metanol (reactivos de sigma). El gradiente recorre desde un 60 % de B hasta un 100 % de B durante 15 minutos con
5 min adicionales al 100 % de B y un flujo de 1 ml/min a 60 °C. El volumen de inyeccién es de 100 pl.

Ejemplo 25

Cuantificacion de proteina de ovoalbimina: Se realiza la cuantificacién de proteina por HPLC de fase inversa en un
sistema Serie 1100 de Agilent (Agilent Technologies) equipado con una columna de fase inversa Jupiter Proteo 90A,
4,6 x 150 x 2,5 (Phenomenex), un refrigerador de muestra fijado a 4 °C y un detector DAD fijado a 280 nm. Se usan
como fase mévil A acido trifluoroacético al 0,1 % en agua y como fase mévil B acido trifluoroacético al 0,1 % en
acetonitrilo (todos reactivos de sigma). El gradiente recorre desde un 35 % de B hasta un 80 % de B durante 10
minutos y desde un 80 % de B hasta un 100 % de B durante 0,01 min con 10 min adicionales al 100 % de By un flujo
de 1,0 ml/min a 45 °C. El volumen de inyeccion es de 100 pl.

Ejemplo 26

Ademas de los ejemplos 2y 5, se preparan virosomas con otras cepas del virus de la gripe (por ejemplo, con subtipos
antigénicos HIN1 o H3N2) obtenidas de Berna Biotech AG (Suiza). Se obtuvo el toxoide de tétano de Shanta Biotech
(India). Se obtuvo el antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAg) de Berna Biotech AG (Suiza). Se adquirié
ovoalbimina de pollo (proteina de ovoalbimina) de Sigma (Suiza).
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REIVINDICACIONES
Una composicién farmacéutica que comprende un virosoma, un liposoma y al menos una molécula antigénica,
en la que la composicion farmacéutica se mantiene a pH fisiolégico,
en la que el virosoma es un virosoma de la influenza reconstituido inmunopotenciador (IRIV),
en la que al menos una molécula antigénica esta atrapada en o unida a dicho liposoma, y
en la que a dicho pH, dicho virosoma y dicho liposoma siguen siendo entidades separadas.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha al menos una molécula
antigénica se une a la superficie del liposoma por medio de una molécula de anclaje lipdfila.

La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la al menos una
molécula antigénica se selecciona de péptidos, proteinas, lipidos, mono-, oligo- y polisacaridos, glucopéptidos,
carbohidratos, lipopéptidos, patégenos bacterianos o viricos y toxinas y ADN o ARN que codifican para tales
moléculas.

La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas
excipientes farmacéuticamente aceptables, sustancias auxiliares, aditivos, conservantes, agentes tamponadores
o disolventes.

La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas un
agente potenciador inmunitario adicional, seleccionado del grupo de adyuvantes y citocinas convencionales, en
la que los adyuvantes convencionales se eligen de la lista que consiste en: Adyuvante de Freund, lipido A,
monofosforil lipido A, LPS o derivados de LPS o MF59 (Chiron), IDEC-AF, hidréxido de aluminio, fosfato de
aluminio, fosfato de calcio, lecitina, polioles plurénicos, polianiones, hemocianinas de lapa californiana,
dinitrofenol, saponinas, dipéptidos de muramilo y derivados tripeptidicas, dinucledtidos CpG, oligonucleétidos
CpG, lipopéptidos/lipoproteinas, toxina del célera y polifosfacenos, cocleatos y adyuvantes mucosos de
complejos inmunoestimuladores.

La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el IRIV es un IRIV quimérico (CIRIV).

La composicion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 6, en la que el virosoma contiene ademas
lipidos catiénicos.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que dicho lipido catiénico es un derivado
de colesterol catiénico.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8, en la que el derivado de colesterol catidnico es
DC-Col o TC-Col.

La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha
composicion se liofiliza.

Uso de un virosoma, un liposoma, y al menos una molécula antigénica para la fabricacion de una composicién
farmacéutica para la vacunacion o la inmunizacion de un sujeto,

en la que la composiciéon farmacéutica se mantiene a pH fisiolégico,

en la que el virosoma es un virosoma de la influenza reconstituido inmunopotenciador (IRIV),
en la que al menos una molécula antigénica esta atrapada en o unida a dicho liposoma, y

en la que a dicho pH, dicho virosoma y dicho liposoma siguen siendo entidades separadas.

Uso de un virosoma, un liposoma, y al menos una molécula antigénica para la fabricacién de una composicién
farmacéutica para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o trastorno en un sujeto que lo necesita,

en la que la composicion farmacéutica se mantiene a pH fisiolégico,

en la que el virosoma es un virosoma de la influenza reconstituido inmunopotenciador (IRIV),
en la que al menos una molécula antigénica esta atrapada en o unida a dicho liposoma, y

en la que a dicho pH, dicho virosoma y dicho liposoma siguen siendo entidades separadas.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 11 6 12, en el que el sujeto es un mamifero.
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El uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en el que dicho mamifero es un ser humano.

Uso de un virosoma, un liposoma, y al menos una molécula antigénica para preparar una composicién
farmacéutica para potenciar la inmunogenicidad de una molécula antigénica,

en la que la composicién farmacéutica se mantiene a pH fisiolgico,

en la que el virosoma es un virosoma de la influenza reconstituido inmunopotenciador (IRIV),
en la que al menos una molécula antigénica esta atrapada en o unida a dicho liposoma,

y

en la que a dicho pH, dicho virosoma y dicho liposoma siguen siendo entidades separadas.

Un kit de partes que comprende un virosoma, un liposoma, y al menos una molécula antigénica, en el que el kit
comprende adicionalmente medios para mantener el virosoma, el liposoma y/o la al menos una molécula
antigénica a pH fisiolégico al que dicho virosoma y dicho liposoma siguen siendo entidades separadas, en el que
el virosoma es un virosoma de influenza reconstituido inmunopotenciador (IRIV) y en el que la al menos una
molécula antigénica esta atrapada en o unida a dicho liposoma.

El kit de partes de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que

* al menos uno del virosoma, el liposoma, la al menos una molécula antigénica y los medios para mantener el
pH fisiolégico estan cada uno contenidos en recipientes separados; o

* el virosoma, el liposoma, la al menos una molécula antigénica y los medios para mantener el pH fisiolégico
estan contenidos en el mismo recipiente.

El kit de partes de acuerdo con la reivindicacion 16 6 17, en el que al menos uno del virosoma, el liposomayy la al
menos una molécula antigénica se liofiliza.

El kit de partes de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que dicho kit comprende ademas un disolvente de
reconstitucion para los compuestos liofilizados.

Un procedimiento para la preparacién de una composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-10, que comprende las etapas de

a) proporcionar un virosoma y una molécula antigénica atrapada en o unida a un liposoma en el que el virosoma
es un virosoma de la influenza reconstituido inmunopotenciador (IRIV); y

b) formar una mezcla de dichos componentes en un excipiente o disolvente farmacéuticamente aceptable
mantenido a pH fisiolégico.

Una composicion farmacéutica que comprende un virosoma, un liposoma, y al menos una molécula antigénica,
en la que la composicién farmacéutica se mantiene a pH fisiol6gico, para su uso en la vacunacién o inmunizacion
de un syjeto,

en la que el virosoma es un virosoma de la influenza reconstituido inmunopotenciador (IR1V),
en la que al menos una molécula antigénica esta atrapada en o unida a dicho liposoma, y
en la que a dicho pH, dicho virosoma y dicho liposoma siguen siendo entidades separadas.

Una composicion farmacéutica que comprende un virosoma, un liposoma, y al menos una molécula antigénica,
en la que la composicion farmacéutica se mantiene a pH fisioldgico, para su uso en el tratamiento o la prevencion
de una enfermedad o trastorno en un sujeto que lo necesita,

en la que el virosoma es un virosoma de la influenza reconstituido inmunopotenciador (IRIV),
en la que al menos una molécula antigénica esta atrapada en o unida a dicho liposoma, y

en la que a dicho pH, dicho virosoma y dicho liposoma siguen siendo entidades separadas.
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Figura 1
Citotoxicidad (proporciéon E/T 100:1)
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Figura 2

Citotoxicidad (proporcién E/T 100:1)
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Figura 3
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Figura 4

Citotoxicidad (proporcion E/T 100:1)
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Figura 5

Citotoxicidad (proporcién E/T 100:1)
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Figura 6

Citotoxicidad (proporcion E/T 300:1)
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Figura 7
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Tabla 1

Conc.
Muestra

[ug/ml]
Liposomas Core 132 sin purificacién 5000
Liposomas Core 132 después de filtracién en gel (G50) 833
Liposomas Core 132 después de filtracién en gel (G50) y después de digestiéon con 820
proteinasa K
Péptido Core 132 (0,2 mg/ml) 220
Liposomas vacios 0
Liposomas vacios y péptido Core 132 (0,2 mg/ml) sin purificacion 210
Liposomas vacios y péptido Core 132 (0,2 mg/ml) después de purificacion (G50) 5
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Tabla 2
Tipo de particula Diametro de particula Péptido encapsulado®
Liposomas hasta 1,2 ym 50-75 %
Liposomas homogeneizados 0,2 ym 30-40 %
Virosomas homogeneizados 0,2 pm 30-40 %

? en % de material de partida. Los datos representan el intervalo determinado de al menos 5
preparaciones separadas.
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Tabla 3
Cantidad de hemaglutinina de a
Vacuna la gripe Respuesta
Péptido Core 132 en liposomas + virosomas 150 pg 83 % (5/6)
Péptido Core 132 en liposomas + virosomas 50 ug 33 % (2/6)
Péptido Core 132 en liposomas + virosomas 15 ug 40 % (2/5)
Péptido Core 132 en liposomas + virosomas 5 ug 17 % (1/6)
Péptido Core 132 en liposomas 0 ug 17 % (1/6)

? Porcentaje de ratones inmunizados que desarrollan una respuesta inmunitaria positiva contra Core 132
determinado midiendo la frecuencia de linfocitos T CD8+ que producen IFN gamma especificos de
péptido. Entre paréntesis: ratones que responden/ratones inmunizados.
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