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DESCRIPCION
PQS y sus conjugados como adyuvantes y sus usos en composiciones farmacéuticas.
Campo de la presente invencién

La presente invencion se refiere a nuevos adyuvantes y a sus usos en composiciones farmacéuticas, concretamente
en vacunas. En particular, la presente invencién proporciona nuevos compuestos Utiles como adyuvantes y/o
inmunomoduladores para vacunacion profilactica y/o terapéutica en el tratamiento de enfermedades infecciosas,
enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, tumores y alergias. Los compuestos son
particularmente Utiles no s6lo como adyuvantes sistémicos, sino preferiblemente como adyuvantes mucosos.

Antecedentes de lainvencion

Las enfermedades infecciosas son la causa principal de morbimortalidad, representando un tercio de las muertes
que se producen en el mundo cada afio. Ademas, los agentes infecciosos son directamente responsables de al
menos el 15% de nuevos canceres, y también parecen estar implicados en la fisiopatologia de varias enfermedades
cronicas (por ejemplo, enfermedades inflamatorias, vasculares y degenerativas). Las enfermedades infecciosas
tradicionales también son enormemente caras en cuanto a los costes asociados con la salud de los pacientes
infectados y la pérdida de productividad en el trabajo.

Las principales estrategias usadas para prevenir enfermedades infecciosas son terapia y profilaxis. La vacunacion
se ha vuelto la medida mas rentable para prevenir infecciones. Sin embargo, existen todavia muchas enfermedades
para las que no se dispone aun de vacunas o las vacunas disponibles no son completamente satisfactorias debido a
su baja eficacia, alta reactogenicidad, escasa estabilidad y/o altos costes. Por tanto, todavia existe una necesidad
urgente tanto de vacunas nuevas como mejoradas.

A pesar del hecho de que las vacunas se han usado tradicionalmente para la profilaxis de enfermedades
infecciosas, hallazgos recientes sugieren que también son una potente herramienta para la inmunoterapia de
enfermedades transmisibles (por ejemplo, hepatitis viral, Infecciones por Helicobacter pylori, infecciones por virus del
herpes, etc.). Ademas, las vacunas pueden usarse para la inmunoterapia o la inmunoprofilaxis de enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias, tumores, alergias y para el control de la fertilidad en poblaciones
humanas y/o de animales. En particular, la Gltima aplicacion parece requerir que se provoguen respuestas mucosas
eficaces a nivel del aparato reproductor.

La mayoria de las enfermedades infecciosas o bien estén limitadas a las membranas mucosas o bien es necesario
que los agentes etiolégicos transiten por la mucosa durante las etapas iniciales de la infeccion. Por tanto, es
deseable obtener no sélo una respuesta sistémica, sino también una respuesta inmunitaria mucosa local como
resultado de la vacunacién, bloqueando de ese modo tanto la infeccion (es decir, la colonizacién) como el desarrollo
de la enfermedad. Esto puede dar como resultado una proteccion mas eficaz frente a la infeccién, facilitando
también la erradicacion de enfermedades para las que los seres humanos son los Unicos reservorios (es decir,
bloqueando la transmision a huéspedes susceptibles). Las vacunas administradas por via parenteral estimulan
principalmente respuestas sistémicas, mientras que las vacunas administradas por una via mucosa imitan la
respuesta inmunitaria producida por las infecciones naturales y pueden conducir a respuestas mucosas y sistémicas
eficaces. Debido a la compartimentalizacion aparente del sistema inmunitario sistémico y mucoso, las vacunas
administradas por via parenteral son menos eficaces en la proteccion frente a patégenos mucosos (McGhee, J.R.,
Mestecky, J., Dertzbaugh, M.T., Eldridge, J.H., Hirasawa, M. y Kiyono, H. (1992) The mucosal immune system: from
fundamental concepts to vaccine development. Vaccine 10, 75-88). Por tanto, se requiere la administracion de
inmunogenos por via mucosa para lograr una proteccion completa. Sin embargo, la mayoria de las vacunas
disponibles se administran por via parenteral, produciendo asi, una inmunidad sistémica en el individuo.

La administracion de vacunas por via mucosa ofrece varias ventajas con respecto a la vacunacion parenteral. Estas
ventajas incluyen una facilidad de administracién, la posibilidad de autoadministracion (por ejemplo, mediante
aplicacién intranasal, rectal u oral), la eliminacién de la posibilidad de infeccién cruzada no deseada debido al uso de
agujas infectadas o trabajo no estéril, menores tasas de efectos secundarios, una mayor aceptacion por el publico,
un mejor cumplimiento de los protocolos de vacunacion (es decir, aumento de la eficacia global), una logistica de
administracion mas sencilla y menores costes de administracién, siendo particularmente adecuada para programas
de inmunizacion masivos. Sin embargo, ha de tenerse en cuenta la compartimentalizacion al nivel del sistema
inmunitario mucoso. De hecho, las respuestas inmunitarias que pueden observarse tras vacunacion intranasal
pueden no producirse necesariamente tras inmunizacion oral o intrarrectal. Por ejemplo, la vacunacion oral puede no
estimular respuestas eficaces en el aparato genitourinario y/o las vias respiratorias.

Desafortunadamente, la administracion de antigenos por via mucosa esta asociada con un problema importante,
concretamente que los antigenos administrados por esta via son generalmente poco inmunogénicos. Esto es el
resultado de diferentes mecanismos, tales como (i) eliminacién acelerada de antigenos mediante el mecanismo de
aclaramiento de huésped no especifico (por ejemplo, actividad ciliar, peristaltismo), (ii) degradacion de antigenos por
enzimas locales, (iii) modificacion estructural y/o alteracion de antigenos como resultado de pH extremo (por
ejemplo, acido en el estomago, alcalino en el intestino), (iv) poca penetracion de antigenos a través de la mucosa,
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(v) acceso limitado de antigenos de vacuna a células presentadoras de antigeno y (vi) tolerancia periférica local.

Para superar estos problemas, se han usado diferentes estrategias, tales como asociacion o atrapamiento de
antigenos con particulas fisicas o biologicas (por ejemplo, microparticulas, nanoparticulas, fantasmas bacterianos),
el uso de virosomas o particulas similares a virus, el uso de liposomas o ISCOM (“complejos inmunoestimulantes”),
el uso de plantas transgénicas, produccion de antigenos por portadores bacterianos o virales atenuados que acttan
o bien como vectores convencionales o bien como portadores para vacunas de acido nucleico y/o su administracion
con adyuvantes mucosos. Sin embargo, a pesar de la gran masa de evidencia experimental generada en estudios
preclinicos durante los Ultimos afios, casi no se han transferido candidatos a la proyeccién de desarrollo de vacuna.

El uso de adyuvantes éptimos desempefia un papel crucial en la vacunaciéon. Los antigenos administrados sin
adyuvante solo median rara vez una respuesta inmunitaria adecuada. Ademas, importa no soélo la intensidad sino
también la calidad de la respuesta inmunitaria producida. La estimulaciéon de un patrén de inmunizacién incorrecto
puede conducir a reacciones inmunopatolédgicas y agravamiento de los sintomas de infeccién. En este contexto, el
adyuvante puede ayudar en la respuesta inmunitaria deseada. En otras palabras, un adyuvante puede modular la
respuesta inmunitaria o redirigir la respuesta inmunitaria para equilibrar la respuesta inmunitaria en la direccion
deseada.

Las sustancias denominadas “adyuvantes” son aquéllas que se afiaden y/o coformulan en una inmunizacién contra
el antigeno real (es decir, la sustancia que provoca la respuesta inmunitaria deseada) con el fin de potenciar la
respuesta inmunitaria humoral y/o mediada por células (“Lexikon der Biochemie und Molekularbiologie”, 1. Band,
Spektrum, Akademischer Verlag 1995). Es decir, los adyuvantes son compuestos que tienen propiedades de
inmunopotenciacién, en particular, cuando se coadministran con antigenos. El uso de muchos adyuvantes se basa
Unicamente en la experiencia, y el efecto no puede explicarse ni predecirse de manera precisa. Los siguientes
grupos de adyuvantes se usan tradicionalmente, en particular: hidroxido de aluminio, emulsiones de aceites
minerales, saponinas, detergentes, compuestos de silicio, tiourea, endotoxinas de bacterias gram-negativas,
endotoxinas de bacterias gram-positivas, bacterias inactivas o atenuadas vivas o partes de las mismas.

Se facilita una perspectiva general sobre los sistemas de suministro y adyuvantes mucosos conocidos actualmente,
por ejemplo, las particulas, ICOM, liposomas y particulas similares a virus mencionadas anteriormente, para
vacunas basadas en proteina, ADN y ARN, en Vajdy et al., Immunol. Cell Biol., 2004, 82, 617 - 627. En ese
documento, se comentan los enfoques disponibles actualmente en la inmunopotenciacién de vacunas mucosas.

Es decir, se han descrito diversos adyuvantes mucosos que sirven como alternativa para los adyuvantes Utiles para
administracion sistémica, por ejemplo, véase Vajdy et al., citado anteriormente. Estos adyuvantes mucosos incluyen
enterotoxina termolabil y mutantes destoxificados de la misma. En particular, se han desarrollado mutantes
destoxificados genéticamente de enterotoxina termolabil de E. coli como adyuvantes mucosos utiles. Ademas, se
conoce la toxina del célera de Vibrio cholerae como adyuvante Util para vacunacion mucosa. Ademas, se ha descrito
la aplicacion de dinucledtidos CpG no metilados. Se mostro que la CpG puede desviar la respuesta inmunitaria hacia
una respuesta Thl y puede modular respuestas inmunitarias preexistentes. También se describen las saponinas
como sustancias inmunomoduladoras, predominantemente a través de la induccién de citocinas especificas que
entonces modulan y/o activan la respuesta inmunitaria.

Ademas, como adyuvantes que pueden ser (tiles en vacunacion mucosa se han descrito los siguientes:

La molécula MALP-2 y conjugados de bisaxciloxipropilcisteina de la misma, por ejemplo, se conoce que una
molécula de bispalmitoiloxipropilcisteina-PEG representa potentes estimulantes de macrofagos. Se mostro
previamente la utilidad del MALP-2 como adyuvante, véanse por ejemplo, los documentos W02004/009125 y
WQ02003/084568. En particular, se demostré que MALP-2 puede actuar como adyuvante mucoso eficaz potenciando
la respuesta inmunitaria mucosa, por ejemplo, fomentando una expresién potenciada de anticuerpos IgA especificos
de antigeno.

Ademas, se mostr6 que MALP-2 puede activar células dendriticas y células B, ambas desempefian un papel
importante en la induccién de una respuesta inmunitaria humoral especifica. Ademas, estudios preliminares
demostraron que una combinacion de proteina Tat de VIH-1 biolégicamente activa y MALP-2 sintética puede ser una
vacuna prometedora con el componente de MALP-2 como adyuvante mucoso eficaz.

Desafortunadamente, la mayoria de los compuestos descritos anteriormente que son Utiles como adyuvantes
mucosos no pueden utilizarse debido a su toxicidad intrinseca, por ejemplo, el asentamiento retrogrado en tejidos
neuronales de toxoides y/o toxinas bacterianas en/dentro de los derivados tras vacunacién nasal.

Por tanto, ninguno de estos adyuvantes mucosos descritos anteriormente se ha aprobado aln, aunque, en la
actualidad, sélo dos adyuvantes sistémicos han recibido aprobacién para administrarse en seres humanos y, por
tanto, se usan para la preparacion de vacunas humanas. Estos adyuvantes son Alum y MF59. Sin embargo, ninguno
es eficaz como adyuvante mucoso.

En los dltimos afios ha habido una blsqueda intensa de adyuvantes novedosos, incluyendo aquéllos para la via de
administracion mucosa. Se ha encontrado que s6lo unas pocas sustancias pueden potenciar respuestas mucosas.
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Entre ellas, algunas actian como portadores a los que los antigenos deben unirse o fusionarse a ellos. Se han
encontrado muchos menos adyuvantes “verdaderos” que puedan emplearse de manera universal, tal como se
expuso anteriormente.

Las células procariotas asi como las eucariotas usan diversas moléculas pequefias para la sefializacion celular y la
comunicacioén intra e intercelular. Por ejemplo, 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona, también conocida como sefial de
quinolona de Pseudomonas o PQS (Pseudomonas quinolone signal) esta implicada en la sefializacion celular de
procariotas. La PQS se empaqueta en vesiculas de membrana que sirven para el trafico de esta molécula dentro de
una poblacién de bacterias. La eliminacion de estas vesiculas de la poblacion bacteriana detiene la comunicacion
célula-célula e inhibe el comportamiento grupal controlado por PQS. Se mostré que la PQS media activamente su
propio empaquetamiento y el empaquetamiento de otras quinolinas antimicrobianas producidas por P. aeruginosa en
vesiculas. Esto ilustra que una procariota tiene un sistema de trafico de sefiales con caracteristicas comunes a las
usadas por organismos superiores y expone un mecanismo para el suministro de una sefial critica para coordinar el
comportamiento grupal en P. aeruginosa. Por tanto, La PQS representa otra molécula muy importante en la
sefalizacion de célula con célula. Ademas, se ha especulado usar PQS u otros derivados de quinolina en el
tratamiento de cancer.

Recientemente, se describié una actividad inmunosupresora para 4-quinolonas sustituidas. En los documentos US
2004/0082579 o US 2004/0198978, se ha dado a conocer que, por ejemplo, 2-heptil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona tiene
actividad inhibidora sobre la proliferacion de esplenocitos estimulados con ConA y actividad inhibidora de la
proliferacion sobre células mononucleares de sangre periférica humana cuando se estimulan con la lectina ConA.
Ademas, la secrecién de IL-2 se inhibié mientras a altas concentraciones PQS potencia la produccion de TNF-alfa.
Los autores de dicho documento especulan que los derivados de quinolona descritos en dicho documento presentan
un efecto inhibidor sobre la proliferacion de linfocitos en seres humanos y, por tanto, pueden usarse como
inmunosupresor, por ejemplo, para el tratamiento de enfermedades autoinmunitarias. Ademas, en dicho documento
se especula que dichos compuestos pueden usarse en una preparacion de vacuna como adyuvante. Sin embargo,
en ese documento no se proporcionan datos que puedan respaldar esta hipdtesis, en particular, en vista de la
actividad descrita de PQS como inmunosupresor sobre la proliferacion de linfocitos. Ademas, en la publicacion se
especula que los compuestos pueden potenciar respuestas TH-2 sin que se presente ningin dato que sustancie lo
mismo. Por el contrario, las quinolonas estan potenciando la produccién TNF-alfa a altas dosis en lugar de apuntar
en favor de una respuesta TH-1. A dosis bajas, los experimentos in vitro mostrados en esta publicacion demuestran
que la PQS no tiene efecto sobre la liberacion IL-2 y TNF-alfa a partir de PMC estimulados con ConA o LPS,
respectivamente. Finalmente, no se proporcionan datos que muestren una respuesta inmunitaria humoral ni celular
gue potencie la actividad ni para la propia PQS ni tampoco para ningun derivado de PQS.

Por tanto, existe todavia una necesidad en la técnica anterior de proporcionar nuevos compuestos Utiles como
adyuvantes, particularmente como vacunas y/o como adyuvantes mucosos. En particular, existe una necesidad de
adyuvantes mucosos que puedan producir una fuerte respuesta inmunitaria que represente una respuesta
inmunitaria equilibrada o ajustada que facture tanto componentes humorales como celulares, por tanto, permitiendo
la profilaxis o el tratamiento eficaz de diversos estados y enfermedades, especificamente de enfermedades
infecciosas o cancer.

Por tanto, el objeto de la presente invencion es la provision de adyuvantes mucosos que pueden producir y/o
potenciar y/o modular una respuesta inmunitaria (preexistente) en un individuo o sujeto. En particular, la invencion se
basé en el objeto de desarrollar una gama de adyuvantes novedosos, altamente activos, particularmente adyuvantes
MuCcosOos que no son toxicos para seres humanos y que puedan emplearse con una amplia variedad de principios
activos para asistir en vacunas convencionales o novedosas tales como, en particular, vacunas profilacticas o
terapéuticas, incluyendo vacunas contra el cancer y de ADN.

Descripcion de lainvencion

Este problema técnico se resuelve mediante la provisién de las realizaciones tal como se caracterizan en las
reivindicaciones.

La presente invencion se refiere generalmente al uso de compuestos y conjugados tal como se representan en las
formulas (I) y () o sales o solvatos de los mismos, Utiles como adyuvantes, preferiblemente como adyuvantes
mucosos. Ademas, la presente invencion se refiere a nuevos productos farmacéuticos que comprenden al menos
uno de los conjugados de los compuestos de las formulas (1) y (Il) tal como se describen en el presente documento
como adyuvantes, con portador(es) farmacéuticamente aceptable(s), opcionalmente junto con principios activos.

Es decir, la presente invencion se refiere a la provisién del uso de conjugados o compuestos especificos Utiles como
adyuvantes en vacunacion terapéutica o profilactica. Dichos compuestos y conjugados son Utiles como adyuvantes
sistémicos y son particularmente Utiles como adyuvantes mucosos que se aplican a través de la mucosa del
individuo.

Los presentes inventores encontraron ahora que moléculas de sefializacion bacteriana son (tiles como adyuvantes
en vacunas para vacunacion terapéutica o profilactica. En particular, los compuestos segun la formula general () y
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(I1) demuestran aplicabilidad como adyuvantes parenterales y, en particular, como adyuvantes mucosos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “adyuvante” significa sustancias que se afiaden y/o
coformulan en una inmunizacion con el antigeno activo, es decir, la sustancia que provoca la respuesta inmunitaria
deseada, con el fin de potenciar o producir o modular la respuesta inmunitaria humoral y/o mediada por células
(celular) frente al antigeno activo. Preferiblemente, el adyuvante segln la presente invencién también puede
potenciar o producir la respuesta inmunitaria innata.

El término “terapia” o “tratamiento” se refiere a un proceso que pretende producir un cambio beneficioso en el estado
de un individuo como un mamifero, por ejemplo, un ser humano a menudo denominado paciente, o animal. Un
cambio beneficioso puede incluir, por ejemplo, uno o mas de: restauracion de funcion, reduccién de sintomas,
limitacion o retardo de la progresién de una enfermedad, trastorno o estado, o prevencion, limitacién o retardo del
deterioro del estado, enfermedad o trastorno de un paciente. Tal terapia abarca habitualmente la administracion de
un farmaco, entre otros.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sistema de suministro” se refiere a un sistema que es mas
inerte y tiene menos efectos inmunomoduladores que los adyuvantes y que puede proteger y administrar la vacuna
en el sitio de interés a través del sitio de administracion. En particular, el sistema de suministro permite la
presentacion mas eficaz del antigeno al sistema inmunitario. Ejemplos de sistemas de aplicacion son virus, particula
similar a virus, ISCOM, nanoparticulas, microparticulas, liposomas, virosomas y particulas similares a virus.

Tal como se usa en el presente documento, el término “pegilado” se refiere a la conjugacion de un resto de
compuesto con resto(s) de conjugado que contiene(n) al menos una unidad de polialquileno. En particular, el término
pegilado se refiere a la conjugacion del resto de compuesto con un resto de conjugado que tiene al menos una
unidad de polietilenglicol.

Tal como se usa en el presente documento, el término “mucoso” se refiere a una superficie mucosa del cuerpo tal
como la mucosidad nasal, oral, gastroentérica, rectal, urinaria, conjuntival, glandular, por ejemplo, de glandula
mamaria, epitelial.

Tal como se usa en el presente documento, el término “conjugado” se refiere a compuestos que comprenden un
resto de conjugado y un resto de compuesto. El resto de compuesto es una cualquiera de las formulas (1) o (l1). El
término “resto de conjugado” se refiere a un resto que se une al compuesto segun la férmula (1) o (II). El resto de
conjugado tiene como objetivo aumentar la aplicabilidad de los compuestos dados a conocer en el presente
documento.

Tal como se usa en el presente documento, el término “estructura antigénica” o “antigeno” se refiere a una
estructura que puede provocar una respuesta inmunitaria celular o humoral. La estructura antigénica, también
conocida como epitopo, es la parte del antigeno que se presenta por las moléculas de CMH o similares a CMH.
Ademas, el epitopo o estructura antigénica representa la parte de un antigeno reconocida por los anticuerpos
dirigidos contra dicho antigeno.

Tal como se usa en el presente documento, el término “modular una respuesta inmunitaria” se refiere a cualquier
cambio del estado presente de la respuesta inmunitaria. La respuesta inmunitaria puede modularse en la medida en
que se produzca la respuesta 0 se potencie o disminuya una respuesta inmunitaria preexistente. Ademas, la
respuesta inmunitaria puede modularse variando la respuesta inmunitaria de una respuesta inmunitaria mas humoral
a una mas celular o viceversa. Adicionalmente, la respuesta inmunitaria puede modularse cambiando o redirigiendo
la respuesta de una respuesta Thl a Th2 o Th3 o viceversa, en particular, para proporcionar una respuesta Th1/Th2
equilibrada. Ademas, la modulacidn de la respuesta inmunitaria puede abarcar la activacion o potenciacion de la
respuesta inmunitaria innata.

Tal como se usa en el presente documento, el término “individuo” o “sujeto” que se usa en el que de manera
intercambiable se refiere a un individuo o un sujeto que necesita una terapia o profilaxis. Preferiblemente, el sujeto o
individuo es un vertebrado, incluso mas preferido un mamifero, particularmente preferido un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento, el término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o
vehiculo.

La presente invencion se refiere al uso de al menos uno de los compuestos segun la formula (1) o las isoformas
tautoméricas mostradas en la formula (I1)
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(1)

en las que

R6 representa OH o H y R8 es una cadena lineal o ramificada, grupo hidrocarbonilo alifatico saturado o
etilénicamente insaturado que contiene de 1 a 20 4&tomos de carbono que puede estar sustituido opcionalmente con
uno 0 mas grupos sustituyentes seleccionados de halégeno, alcoxilo C1-C6, carboxilo, alcoxicarbonilo C1-C6 y
NR1R2 en el que cada uno de R1 y R2 se selecciona independientemente de hidrégeno y alquilo C1-C6 lineal o
ramificado o R1 y R2 junto con el atomo de N al que estan unidos forman un grupo heterociclico saturado
seleccionado de piperidino, piperazino y morfolino;

R7 es O, OH, halégeno o grupo sulfato o fosfato;
R9 representa hidrégeno, CH3, N-6xido;

Cada R10 representa independientemente un grupo alquilo C1-C6 lineal o ramificado o alcoxilo C1-C6 lineal o
ramificado o un halégeno;

n es un niimero entero de desde 0 hasta 4;
0 conjugados de los mismos, y sales o solvatos de los mismos,
como adyuvante(s) para vacunacion terapéutica o profilactica.

En la formula (I) y (II), cada sustituyente R10 es preferiblemente de manera independiente un grupo metilo.
Preferiblemente, n es 0, es decir, R10 esta ausente. Ademas, en la isoforma tautomérica (ll) el residuo R7 es un
grupo hidroxilo cuando R9 es N-0xido, y en la segunda isoforma tautomérica (i) R7 representa un O cuando R9 es
hidrégeno. R6 es preferiblemente un grupo hidroxilo. Ademas, en una realizacion preferida R8 es un grupo butilo,
pentilo, hexilo, heptilo u octilo lineal o ramificado que puede estar sustituido.

Como un compuesto de férmula (1) o (Il), se prefiere particularmente un derivado de 3-hidroxiquinolona, en particular
2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona que también se denomina PQS o un derivado de la misma asi como conjugados
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pegilados derivados a partir de la misma.

Con el término “que puede estar sustituido” se quiere decir la sustitucion con un grupo alquilo C1-C6 lineal o
ramificado o un grupo alcoxilo C1-C6 lineal o ramificado y/o con un halégeno, grupo hidroxilo o grupo carboxilo.

El resto de conjugado del conjugado segin la presente invencion es un resto de conjugado tolerado
fisiolégicamente, unido covalentemente, que es adecuado para convertir los compuestos segin la formula (1) o (1)
en una forma mas soluble en agua tal como se define en la reivindicacion 2. El resto de conjugado se caracteriza
porque proporciona buena hidrataciéon y no es inmunogénico. Ademas, la unién con el resto de conjugado permite
reducir la cantidad de adyuvante o principio activo necesario para lograr los efectos deseados y mejorar la
biodisponibilidad de los compuestos a la vez que reduce la dosis requerida para lograr el efecto deseado.

El resto de conjugado del conjugado reivindicado en el presente documento, es un resto de conjugado que contiene
al menos una unidad de polialquilenglicol de formula:

Xl-[(CHRll)X-O]n-(Z)y-
en la que

X1 es hidrogeno o un hidrocarburo que puede contener heterodtomo(s), por ejemplo, un grupo alquilo C1-C6 lineal o
ramificado;

Z es un grupo de union divalente, tal como C=0, NH o0 CHR3;

R11 es independientemente uno cualquiera de hidrogeno, OH, OR12 0 CO-R33;

R12 es independientemente uno cualquiera de hidrogeno o cadena de alquilo C1-C6 lineal o ramificada;
R13 es independientemente uno cualquiera de hidrégeno. OH, OR12 0 NR14R15;

R14 ¥ R1s son independientemente uno cualquiera de hidrégeno o hidrocarburo que puede contener heteroatomo(s) y
que puede formar un anillo;

n es un numero entero de 1 a 100;

x es independientemente un numero entero de 1 a 10;

y es un nimero entero de 0 a 10.

Preferiblemente, n es un nimero entero de 2 a 50, como de 2 a 10, en particular de 3 a 5.

y es de preferencia un nimero entero de 1 a 5, en particular, de 1 a 3, en otra realizacién preferida, y es 0.
Preferiblemente, x es un nimero entero de 2, 3 6 4, en particular 2.

X1 es preferentemente OR16, N(R16)2, SR16 0 COOR36, €n los que cada Rie es individualmente hidrégeno, bencilo o
cadena de alquilo C1-Cs lineal o ramificada, preferiblemente una cadena de alcoxilo C1-Cs lineal o ramificada, como
un grupo metoxilo, etoxilo o propoxilo.

R11 es preferiblemente un atomo de hidrégeno.

Por tanto, la unidad de polialquilenglicol mencionada anteriormente puede contener preferiblemente subunidades de
etilenglicol, propilenglicol o butilenglicol o combinaciones de los mismos. La longitud de cadena de cada una de las
unidades de polialquilenglicol puede estar en el intervalo de 1 a 100 subunidades, preferiblemente, de 2 a 50
subunidades, como de 2 a 10 subunidades, particularmente en el intervalo de 3 a 5 unidades.

Particularmente preferido es el resto de conjugado, un residuo metoxipolialquilenglicol-carbonilo en el que el resto
alquileno es un resto etileno o propileno. Una realizacién particularmente preferida de un conjugado segin la
presente invencidn se muestra en la figura 1.

Por tanto, preferiblemente los conjugados estan en forma pegilada para aumentar la solubilidad en disolventes
hidrofilos y entornos hidréfilos. Ademas, el resto de conjugado permite proteger el resto de compuesto, es decir, el
resto de adyuvante mucoso activo, frente a la degradacién enzimética, la modificacion estructural debida al cambio
del pH, la eliminacion mecénica, etc. Por tanto, aumenta principalmente la estabilidad del compuesto. Otro efecto
beneficioso de la conjugacion es aumentar el tiempo de retencion en el individuo, por ejemplo, retardar la excrecion
renal, a la vez que se tolera bien; por ejemplo, no siendo inmunogénico para dicho organismo.

Especificamente, el resto de conjugado comprende al menos dos cadenas que tienen unidades de polialquilenglicol.
Es decir, el conjugado puede ser un compuesto ramificado en el que cada brazo contiene una unidad de
polialquilenglicol. Particularmente preferidos son restos de conjugado en los que la unidad de polialquilenglicol es
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una unidad de polietilen, polipropilen o polibutilenglicol.

En una realizacién particularmente preferida, el resto de compuesto segun la formula (1) o (Il) se une covalentemente
con el resto de conjugado que es un resto ramificado en el que al menos dos brazos que contienen unidades de
polietilenglicol tienen de 3 a 5 subunidades de etilenglicol y un grupo metoxilo en el extremo libre del grupo
polietileno. En particular, el resto ramificado comprende 4 6 6 brazos que tienen cada uno 3 subunidades de
etilenglicol y un grupo metoxilo en el extremo libre del grupo polietileno.

En particular, el conjugado se caracteriza porque el resto de conjugado es PEG de 4 brazos-((S)-10-amino-
6,9,13,16- tetraoxo-N,N’,8,14-tetrakis(3,6,9,12-tetraoxatridec-1-il)-5,8,14,17-tetraazahenicosano-1,21-diamida), PEG
de 6 brazos o PEG de 8 brazos, véase también http://ww.celares.com. Otro resto de conjugado adecuado que
comprende al menos una unidad de polietileno puede obtenerse por ejemplo, a partir de celares GmbH, Berlin,
véase http://www.celares.com.

Los compuestos de formula (I) o (Il) o conjugados de los mismos pueden estar en forma de sales no toxicas
farmacéuticamente aceptables de los mismos. Las sales de formula (I) o (Il) incluyen sales con &cidos afiadidos,
tales como sales con &cidos inorganicos (por ejemplo, &cido clorhidrico, acido sulfdrico, &cido nitrico y acido
fosférico) o con &cidos orgéanicos (por ejemplo, acido acético, acido propidnico, acido maleico, &cido oleico, &cido
palmitico, acido citrico, acido succinico, acido tartarico, acido fumarico, acido glutdmico, acido pantoténico, acido
laurilsulfénico, acido metanosulfonico y acido ftalico).

Los compuestos de férmula (I) o (Il) o conjugados de los mismos pueden estar en forma de solvatos de los mismos
(por ejemplo, hidratos).

Ademas, los compuestos de formula (I) o (Il) pueden formar sales con iones catiénicos, como iones metalicos, en
particular iones de metales alcalinos o alcalinotérreos, o NH,".

La sintesis de conjugados puede realizarse mediante métodos conocidos por el experto en la técnica. Por ejemplo,
un grupo hidroxilo puede convertirse en un residuo de halégeno, por ejemplo, Cl, Br, | y este residuo puede
reaccionar con conjugados modificados que tienen un grupo amino libre. Por ejemplo, la sintesis de conjugados
pegilados se describen en Veronese F.M., Blomaterials 22 (2001), 405-417 y Kodera Y., et al., Prog. Polym. Sd.
(1998), 23, 1233-1271 que se incorporan como referencia al presente documento.

En una realizacion preferida, el/los compuesto(s) o conjugado(s) segun la férmula (1) o (Il), sus conjugados o sales o
solvatos de los mismos son utiles como adyuvante(s) mucoso(s), en particular, para administracion intranasal, intra-
TLAN, oral, intrarrectal, conjuntival, intravaginal, intratecal, intrabronquial, intrapulmonar o intrauretral, administracion
en los conductos galactéforos de la mama o mediante inhalacion.

Se prefiere particularmente la administracion intranasal o la administracion mediante inhalacién usando
formulaciones en aerosol adecuadas. Se conocen en la técnica formulaciones en aerosol Gtiles para administracion
de vacunas.

Los compuestos segun la férmula (1) o (1) sus conjugados o sales o solvatos de los mismos también son adecuados
como adyuvante(s) sistémico(s). Por tanto, los adyuvantes descritos en el presente documento también son
aplicables como adyuvante(s) parenteral(es), en particular, en administracion subcutanea, intravenosa, intradérmica,
tépica o intramuscular.

El adyuvante (til segun la invencion puede unirse mediante todos los métodos conocidos por el experto al antigeno
0 molécula activa destinada a la vacunacion, incorporarse junto con esta Ultima en particulas fisicas (por ejemplo,
microparticulas, nanoparticulas, liposomas, ISCOM, polimeros) o bioldgicas (bacterias, partes bacterianas) o
virosomas 0 mezclarse con el antigeno. Por ejemplo, el adyuvante puede coformularse o mezclarse con el antigeno.
Para la union a portadores, también es posible proporcionar moléculas transportadoras o proteinas transportadoras
como portadores.

El/los compuesto(s) segun la formula (1) o (II), su(s) conjugado(s) o sales o solvatos de los mismos es/estan
presente(s) preferiblemente en una preparaciéon con el componente de vacunacion activo (por ejemplo, el antigeno)
que es adecuado y se proporciona para administracién intranasal, intra-TLAN (tejido linfoide asociado a
nasofaringe), aerosolizada, oral, intrarrectal, conjuntival, intravaginal, intrauretral o para administracion en los
conductos galactoforos de la mama. Particularmente, la preparacion se proporciona en una formulacion adecuada
para tomarse a través de las vias respiratorias o del tracto gastrointestinal. Alternativamente, el uso de los
compuestos como adyuvante mucoso segun la invencion puede estar presente en un kit para coadministracion con
una vacuna por una de las vias mencionadas anteriormente y adaptarse por tanto cuando sea apropiado. Es decir,
la vacuna puede administrarse simultanea, secuencialmente o por separado al componente de vacunacion activo.

Ambos compuestos y sus conjugados dirigen la respuesta inmunitaria hacia una respuesta inmunitaria Th1/Th2
equilibrada que se demuestra mediante la IFNg potenciada representativa de una citocina Thl e IL-4 representativa
de una citocina Th2. Por tanto, los compuestos y conjugados segun la presente invencion pueden desviar la
respuesta inmunitaria potenciando la respuesta inmunitaria Th2, lo que da como resultado una respuesta inmunitaria
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Th1/Th2.

En otra realizacion, se describen métodos de tratamiento de individuos aquejados con una enfermedad o estado que
puede tratarse modulando la respuesta inmunitaria que comprende administrar a dicho individuo una cantidad eficaz
de un producto farmacéutico que comprende los compuestos segun la férmula (1) o (Il) o sus conjugados, sales y
solvatos de los mismos tal como se definen en el presente documento como adyuvante, particularmente como
adyuvantes mucosos junto con un componente de vacunacién activo, y, opcionalmente, un portador
farmacéuticamente aceptable.

Preferiblemente, el método se refiere al tratamiento de individuos aquejados con una enfermedad infecciosa en el
que la enfermedad infecciosa se produce por un agente infeccioso seleccionado entre los que provocan enfermedad
humana o animal a nivel de las vias respiratorias, tracto gastrointestinal, aparato genitourinario, sistema
osteoatrticular, piel o mucosa.

Los compuestos o conjugados o sales o solvatos de los mismos tal como se definen en el presente documento son
utiles en particular como adyuvantes mucosos para activar o potenciar in vitro y/o in vivo la funcion presentadora de
antigeno de las células presentadoras de antigeno para una intervencion terapéutica o profilactica. Eso significa que,
los adyuvantes pueden estimular macrdfagos, pueden estimular o potenciar la respuesta inmunitaria humoral, por
ejemplo, potenciando o estimulando la produccidon de anticuerpos. Ademas, los adyuvantes también pueden
potenciar o estimular la respuesta inmunitaria celular, por ejemplo, aumentando la proliferaciéon de células T.
Ademas, es posible usar el/los adyuvante(s) para la estimulacion ex vivo en cultivo celular, por ejemplo, para la
produccién de células dendriticas, etc. Estas células obtenidas mediante estimulacion ex vivo pueden usarse para
transferencia de células autélogas en trasplante o como vacuna a base de células contra enfermedades o estados,
como las enfermedades y estados mencionados anteriormente, incluyendo cancer, enfermedad autoinmunitaria o
alergias.

Por tanto, en el caso del uso de los compuestos o conjugados o sales o solvatos de los mismos, tal como se definen
en el presente documento, como adyuvante, la composicion farmacéutica segun la presente invencion es una
vacuna, que comprende dichos compuestos o conjugados o sales o solvatos de los mismos como adyuvante(s)
farmacéuticamente aceptable(s) junto con el componente de vacunacion activo (por ejemplo, el antigeno) v,
opcionalmente, un portador, diluyente, conservante farmacéuticamente aceptable, adyuvante distinto al adyuvante
segun la presente invencion, inmunomodulador o excipiente.

El componente de vacunacion activo puede ser cualquier componente adecuado para obtener, potenciar 0 modular
una respuesta inmunitaria en un individuo. EI componente de vacunacion activo es particularmente adecuado para
administracion intranasal, intra-TLAN, oral, intrarrectal, conjuntival, intravaginal, aerosolizada o intrauretral, o
administracion en los conductos galactoforos de la mama.

Por ejemplo, el componente de vacunacion activo, el principio activo de la composicion farmacéutica, comprende al
menos uno 0 mas antigenos diferentes en forma de péptidos, proteinas, polisacéaridos, glicolipidos o ADN que
codifica para los mismos o fantasmas bacterianos, virosomas o vacunas atenuadas.

Preferiblemente, el/los antigeno(s) son antigeno(s) tumoral(es) o antigeno(s) derivado(s) de agentes infecciosos. Los
agentes infecciosos incluyen aquellos agentes que normalmente entran en el organismo del individuo atravesando la
membrana mucosa.

La composicién farmacéutica que comprende adyuvante(s) segun la presente invencidon, un componente de
vacunacion activo, opcionalmente un portador adicional, diluyente, conservante, adyuvante distinto al adyuvante
segun la presente invencion, inmunomodulador o excipiente puede contener adicionalmente componentes, como
compuestos como una o mas moléculas antiinflamatorias, moléculas antiangiogénicas, moléculas citotoxicas,
moléculas inmunomoduladoras, preferiblemente quimiocinas, citocinas, ligando CD40, moléculas coestimuladoras o
anticuerpos 0 mezclas de los mismos.

Sin embargo, los compuestos segun la férmula (1) o (II), sus conjugados sales y solvatos de los mismos tal como se
definen en el presente documento para el uso como adyuvantes también pueden ser un componente de una
composicion farmacéutica proporcionada en una formulacion adecuada para administracion parenteral, en particular,
en administracién subcutanea, intravenosa, intradérmica o intramuscular.

Ademas, los compuestos para su uso segun la presente invencién son Utiles en terapia tumoral incluyendo la
generacion in vitro o el cebado in vitro de células autélogas para transferencia adoptiva de células en terapia tumoral
y trasplante. Ademas, los adyuvantes son (tiles para la induccidon de tolerancia cruzada frente a componentes
microbianos, como endotoxinas, para proteger frente a choque séptico u otras formas graves de enfermedades
inducidas por componentes microbianos.

Los compuestos segun la férmula (1) o (II), y, en particular, sus conjugados o sales o solvatos de los mismos también
son (tiles como adyuvantes para la preparacion de un producto farmacéutico para prevenir o tratar enfermedades
infecciosas, choque séptico, cancer, tumores, enfermedades autoinmunitarias, alergias o procesos inflamatorios
cronicos o agudos.
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Los conjugados segun la presente invencion y sales o solvatos de los mismos, particularmente, los conjugados
pegilados, pueden usarse como adyuvantes en productos farmacéuticos en forma de vacunas Utiles para la
prevencion o el tratamiento de enfermedades infecciosas, choque séptico, tumores, enfermedades autoinmunitarias,
alergias o procesos inflamatorios crénicos o agudos. En particular, los conjugados o sales o solvatos de los mismos
estan contenidos en productos farmacéuticos como adyuvantes Utiles para prevenir o tratar cancer y/o tumores, tales
como, melanoma, cancer de prostata, de mama, colorrectal, de estbmago, de garganta y cuello, de pancreas,
cervicouterino, de ovarios, de huesos, leucemia y de pulmén; infecciones virales, tales como, hepatitis B, hepatitis C,
virus de inmunodeficiencia humana, Helicobacter pylori, virus del herpes, etc.; infecciones bacterianas, tales como
tuberculosis, lepray listeriosis y infecciones parasitarias tales como malaria.

Por tanto, en un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas como vacunas
gue comprenden conjugados de compuestos segun la férmula (I) o () o sales o solvatos de los mismos, en
particular, conjugados que contienen al menos un resto de conjugado que comprende una unidad de
polialquilenglicol, tal como se define en el presente documento o sales o solvatos de los mismos y, opcionalmente,
un portador farmacéuticamente aceptable. Tales composiciones farmacéuticas comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de los conjugados y, opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable. La
composicion farmacéutica puede administrarse con un portador fisioldgicamente aceptable a un paciente, tal como
se describe en el presente documento. En una realizacion especifica, el término “farmacéuticamente aceptable”
significa aprobado por una agencia reguladora u otra Farmacopea reconocida generalmente para su uso en
animales, y mas particularmente en seres humanos. El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante,
excipiente o vehiculo con el que se administra el agente terapéutico. Tales portadores farmacéuticos pueden ser
liquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo los de origen del petréleo, animal, vegetal o sintético, tal
como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares. El agua es un portador
preferido cuando la composicién farmacéutica se administra por via intravenosa. También pueden emplearse
soluciones salinas y disoluciones acuosas de dextrosa y glicerol como portadores liquidos, particularmente para
disoluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidén, glucosa, lactosa, sacarosa,
gelatina, maltosa, arroz, harina, caliza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro de
sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composicién, si se desea,
también puede contener cantidades minoritarias de agentes humectantes o emulsionantes, o agentes de
tamponamiento del pH. Estas composiciones pueden adoptar la forma de disoluciones, suspensiones, emulsion,
comprimidos, pastillas, cipsulas, polvos, formulaciones de liberacion sostenida y similares. La composicion puede
formularse como supositorio, con aglutinantes y portadores tradicionales tales como triglicéridos. La formulacién oral
puede incluir portadores convencionales tales como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, estearato
de magnesio, sacarina sodica, celulosa, carbonato de magnesio, etc. Se describen ejemplos de portadores
farmacéuticos adecuados en “Remington’s Pharmaceutical Sciences” de E.W. Martin (182 ed., Mack Publishing Co.,
Easton, PA (1990)). Tales composiciones contendrdn una cantidad terapéuticamente eficaz de los conjugados
mencionados anteriormente que contienen compuestos segun la formula (1) y (Il), sales o solvatos de los mismos,
preferiblemente en forma purificada, junto con una cantidad adecuada de portador de manera que se proporcione la
forma para la administracion apropiada al paciente. La formulacién debe adecuarse al modo de administracion.

Normalmente, el portador farmacéutica o terapéuticamente aceptable es un medio portador que no interfiere con la
eficacia de la actividad biologica de los principios activos y que no es téxico para el huésped o paciente.

En otra realizacion preferida, la composicion se formula segun procedimientos rutinarios como composicion
farmacéutica adaptada para administracion intravenosa a seres humanos. Normalmente, las composiciones para
administracion intravenosa son disoluciones en tampoén acuoso isotonico estéril. Cuando sea necesario, la
composicion también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como lidocaina para calmar el
dolor en el sitio de la inyeccién. Generalmente, los componentes se suministran o bien por separado o bien
mezclados juntos en una forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o concentrado
libre de agua en un recipiente sellado herméticamente tal como una ampolla o sobre que indican la cantidad de
principio activo. Cuando la composicion va a administrarse mediante infusion, puede dispensarse con una botella de
infusion que contiene solucién salina o agua de calidad farmacéutica estéril. Cuando la composicién se administra
mediante inyeccion, puede proporcionarse una ampolla de solucion salina o agua estéril para inyeccién de modo que
los componentes pueden mezclarse antes de la administracion.

La composicion farmacéutica para su uso en relacion con la invencion puede formularse como formas neutras o de
sal. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas con aniones tales como los derivados de los
acidos clorhidrico, fosférico, acético, oxalico, tartarico, etc., y las formadas con cationes tales como los derivados de
hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio, férrico, isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina,
procaina, etc.

“Cantidad terapéutica o farmacéuticamente eficaz” tal como se aplica a las composiciones de la presente invencion
se refiere a la cantidad de composicion suficiente para inducir un resultado biolégico deseado. Ese resultado puede
ser alivio de los signos, sintomas o causas de una enfermedad, o cualquier otra alteracién deseada de un sistema
bioldgico. En la presente invencion, el resultado implicara normalmente un aumento de las respuestas inmunologicas
frente a la infeccion o una supresion de las respuestas a procesos inflamatorios.
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Pueden emplearse opcionalmente ensayos in vitro para ayudar a identificar intervalos de dosificacién 6ptimos. La
dosis precisa que va a emplearse en la formulacion también dependera de la via de administracion, y la gravedad de
la enfermedad o trastorno, y debe decidirse segun el criterio del médico y las circunstancias de cada paciente.
Pueden extrapolarse dosis eficaces a partir de las curvas de dosis-respuesta derivadas de sistemas de prueba in
vitro o de modelo animal. Preferiblemente, la composicion farmacéutica se administra directamente o en
combinacién con un adyuvante.

El término “administrado” significa la administracion de una dosis terapéuticamente eficaz de la composicion
farmacéutica mencionada anteriormente que comprende los conjugados que contienen el compuesto segin la
férmula (1) y (1), sales y solvatos de los mismos tal como se definen en el presente documento a un individuo. Por
“cantidad terapéuticamente eficaz” quiere decirse una dosis que produce los efectos para los que se administra. La
dosis exacta dependera del propésito del tratamiento, y se determinara por el experto en la técnica usando técnicas
conocidas. Tal como se conoce en la técnica y se describié anteriormente, pueden ser necesarios ajustes para
administracion sistémica frente a localizada, edad, peso corporal, salud general, sexo, dieta, tiempo de
administracion, interaccion del farmaco y la gravedad del estado y se determinard con experimentacion rutinaria por
los expertos en la técnica.

Ademas, la composicion farmacéutica puede contener adicionalmente componentes, por ejemplo, compuestos como
una o mas moléculas antiinflamatorias, moléculas antiangiogénicas, moléculas citotoxicas, moléculas
inmunomoduladoras, preferiblemente quimiocinas, citocinas, ligando CD40, moléculas coestimuladoras o
anticuerpos o mezclas de los mismas.

Ademas, la composicion farmacéutica descrita en el presente documento puede caracterizarse porque los
componentes de la composicién farmacéutica se asocian y/o incorporan y/o recubren en una particula fisica,
preferiblemente microparticula, nanoparticula, liposoma, ISCOM, copolimero y/o particula biolégica, preferiblemente
fantasmas bacterianos.

Los métodos son aplicables tanto para terapia humana como para aplicaciones veterinarias.

La administracion de la composicion farmacéutica como vacuna puede realizarse en una variedad de formas tal
como se comentd anteriormente, incluyendo, pero sin limitarse a, por via oral, por via subcutdnea, por via
intravenosa, intraarterial, intranodal, por via intramedular, intratecal, intraventricular, por via intranasal, conjuntival,
intrabronquial, por via transdérmica, por via intrarrectal, por via intraperitoneal, por via intramuscular, por via
intrapulmonar, por via vaginal, por via rectal o por via intraocular.

El médico encargado y los factores clinicos determinaran el régimen de dosificacion. Una dosis tipica puede estar,
por ejemplo, en el intervalo de 0,001 a 1000 pg; sin embargo, se prevén dosis inferiores o superiores a este intervalo
a modo de ejemplo, especialmente considerando los factores mencionados anteriormente.

En una realizacion de la invencién, se refiere a un kit que contiene el compuesto o conjugado segun la presente
invencion o sales o solvatos de los mismos como adyuvante y un antigeno que comprende una estructura antigénica
y, opcionalmente, un portador, diluyente, conservante farmacéuticamente aceptables, adyuvantes distintos a los
conjugados segun la presente invencion, inmunomoduladores o excipiente y, opcionalmente, instrucciones para
preparar una vacuna.

La descripcion y los ejemplos de la presente invencion dan a conocer y abarcan estas y otras realizaciones. Puede
recuperarse bibliografia adicional sobre uno cualquiera de los métodos, usos y compuestos que han de emplearse
segun la presente invencién de bibliotecas publicas, usando por ejemplo, dispositivos electrénicos. Por ejemplo,
puede utilizarse la base de datos publica “Medline” que estd disponible en Internet, por ejemplo, en
http://www.ncbi.nim.nih.glov/PubMed/medline.html. El experto en la técnica conoce bases de datos y direcciones
adicionales, tales como http://www.ncbi.nIm.nih.gov/, http://www.infobiogen.fr/, http://www.tigr.org/, y también pueden
obtenerse usando, por ejemplo, http:/www.google.de. Se proporciona una perspectiva general de informacién de
patentes en biotecnologia y un estudio de fuentes relevantes de informacién de patentes Utiles para la busqueda
retrospectiva y para la concienciacion actual en Berks, TIBTECH 12 (1994), 352-364.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1: la figura 1 muestra las estructuras de PQS y PQS-PEG, respectivamente.

Figura 2: la figura 2 muestra una comparacion de la expresion de anticuerpos del titulo de IgG especifica de B-gal en
suero de ratones inmunizados i.n. (A), s.c. (B) e i.n. (C). La administracion intranasal de antigeno con PQS da como
resultado la expresion aumentada de los anticuerpos IgG especificos de B-gal.

Figura 3: la figura 3 demuestra la mayor expresion de IgA especifica de B-gal en lavado pulmonar y lavado vaginal
de ratones inmunizados mediante B-gal/PQS-PEG por via i.n. que en ratones que recibieron sélo p-gal o B-gal +
PQS.

Figura 4: las figuras 4A y 4B muestran que PQS es un adyuvantes eficaz para la estimulacion de células de bazo en
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vacunacion s.c. (A) e i.n. (B). Ademas, la figura 4 ilustra que PQS-PEG es un adyuvantes eficaz para la estimulacion
de célula de bazo en vacunacion s.c. (A) e i.n. (B).

Figura 5: la figura 5 muestra el andlisis de titulos de IgG especifica de beta-gal en suero de ratones inmunizados.
Los titulos de 1gG especifica de anticuerpo anti-beta-gal de los grupos inmunizados con PBS, beta-gal + PQS (10
ug), beta-gal + PQS-PEG o beta-gal sola de ratones inmunizados por via s.c (A) o i.n.(B) se determinaron mediante
ELISA. Los resultados se expresan como titulos de punto final. Los titulos de IgG representan el promedio de cinco
animales por grupo experimental. Las diferencias fueron estadisticamente significativas a p<0,05 (*) con respecto a
los ratones que recibieron el antigeno solo. Se muestra uno representativo de los cuatros experimentos
independientes. El EEM se indica mediante lineas verticales.

Figura 6: la figura 6 ilustra la secrecion de citocinas Th1/Th2 de ratones que se inmunizan por via s.c. (A) o i.n. (B),
respectivamente. Se analizaron los sobrenadantes para determinar su contenido en IFNy, TNFalfa, IL-2 IL-4 y IL-5
mediante matriz de perlas citométricas. Las diferencias fueron estadisticamente significativas a p<0.05 (*) con
respecto a ratones que recibieron el antigeno solo. Se muestra uno representativo de tres experimentos
independientes.

Figura 7: la figura 7 muestra el aumento de expresion de citocinas Thl y Th2 tras la nueva estimulacion de células
de bazo derivada de ratones inmunizados con B-gal/PQS o B-gal/PQS-PEG. Lo que se muestra antes de la
inmunizacion subcuténea (A) y la inmunizacion intranasal (B).

Figura 8: la figura 8 ilustra la capacidad citotoxica de células efectoras estimuladas de nuevo con $-gal pulsadas con
un péptido restringido por CMH I. (A) muestra los resultados para células de ratones inmunizados con B-gal/PQS y
(B) es el control, que representa células de animales no inmunizados.

Ejemplos

1. La coadministracion intranasal e intraperitoneal de PQS y POS-PEG con un antigeno soluble estimula respuestas
humorales sistémicas eficaces

Protocolo experimental: Se adquirieron ratones BALB/c (H2d) hembra de seis a ocho semanas de edad de Harlan
Winkelmann GmbH (Borchen, Alemania) y se trataron segun las directrices locales y de la Comunidad Europea. Se
inmunizaron grupos de 5 ratones cada uno en el dia 1, 14 y 28 con 30 pg de B-gal (Boehringer, Mannheim,
Alemania), sola o como mezcla con 10 ug de PQS-PEG o con 10 pg de PQS (la estructura de dichos compuestos se
muestra en la figura 1). Para inmunizacion intranasal (i.n.), se aplicaron 10 ul a cada orificio nasal, mientras que para
la inyeccion por via s.c. se resuspendi6 3-gal con o sin ¢c-PQS-PEG o PQS, respectivamente, en un volumen de 20 pl
de PBS por animal. Se conectaron muestras de suero en el dia 38 tras la inmunizacién y se almacenaron a -20°C
antes de la determinacion de anticuerpos especificos de (-gal. Se recubrieron placas de ensayo de 96 pocillos
Nunc-Immuno MaxiSorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca) con 100 ul de pB-gal (Boehringer, Mannheim, Alemania) a 5
ug/ml en tampdn carbonato 0,05 M (pH 8,2) por pocillo. Se afiadieron diluciones dobles en serie de sueros en PBS
con BSA al 1% y Tween 20 al 0,05% (100 pl/pocillo) y se incubaron las placas durante 16 h a 37°C. Tras el lavado,
se afiadié anticuerpo de cabra anti-lgG de ratdn especifico de cadena y biotinilado (Sigma Chemie, Deisenhofen,
Alemania) y se incubaron las placas durante 1 h adicional a 37°C. Tras cuatro lavados, se afiadieron 100 pul de
estreptavidina conjugada con peroxidasa (Pharmingen) a las células y se incubaron las placas a 37°C durante
30 min. Tras cuatro lavados, se desarrollaron reacciones con ABTS en tampon citrato-fosfato 0,1 M (pH 4,35) que
contenia H,0O- al 0,01%. Se muestran los valores para PQS como valores de DO405 tras diluciones dobles en serie
(figura 2C). Tal como se demuestra en las figuras 2A a C, aumentd notablemente el titulo de IgG cuando se uso
PQS. El efecto de PQS como adyuvante fue independiente de la via de administracién. Notablemente, en
inmunizacién parenteral con PQS-PEG ya después del primer refuerzo puede observarse titulo superior a diferencia
del uso de PQS como adyuvante, véase la figura 2B. Ademas, en inmunizacion i.n. el titulo con PQS-PEG fue
significativamente mayor en comparacion con PQS, véase la figura 2A.

En vista de los resultados in vitro anteriores, se han realizado estudio in vivo adicionales. En detalle, se determinaron
las respuestas inmunitarias usando B-gal sola o como mezcla con PQS-PEG y PQS, respectivamente, como
adyuvante aplicado por las dos vias mas eficaces, concretamente s.c. e i.n. Por tanto, se evalud la capacidad de
PQS-PEG y PQS, respectivamente, para estimular respuestas inmunitarias humorales eficaces, determinando los
titulos séricos de anticuerpos especifica de -gal en ratones vacunados.

2. La coadministracién intranasal de PQS o PQS-PEG con un antigeno soluble estimula respuestas de anticuerpos
de mucosa eficaces

Protocolo experimental: en el dia 38, se sacrificaron los ratones y se realiz6 la toma de muestra final. Se obtuvieron
lavados vaginales y pulmonares aclarando los érganos con 1 ml de PBS complementado con EDTA 50 mM, BSA al
0,1% y PMSF 10 mM. Luego se centrifugaron los lavados para eliminar los desechos (10 min. a 3000 x g) y se
almacenaron los fluidos sobrenadantes at -20°C. Para determinar la concentracion de IgA total presente en los
lavados vaginales y pulmonares, se incubaron diluciones en serie de las muestras correspondientes en placas de
microtitulacion que se recubrieron previamente con anticuerpo de cabra anti-lgA de ratén (Sigma Chemie), como
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anticuerpos de captura (100 pl/pocillo). Se usaron diluciones en serie de IgA de raton purificada (Sigma Chemie)
para generar una curva patron.

Para investigar la capacidad de PQS-PEG y PQS, respectivamente, para estimular respuestas mucosas frente a
antigenos coadministrados por via i.n., se analizé la produccion de IgA especifica de B-gal en pulmén (figura 3) de
animales inmunizados, inmunizados segun el protocolo descrito en el ejemplo 1. Mientras que la inmunizacion i.n.
con B-gal sola dio como resultado una produccién débil de niveles detectables de IgA especifica de 3-gal en lavados
pulmonares y lavado vaginal, se detect6 un ligero aumento en los niveles de IgA especifica de antigeno en animales
inmunizados con B-gal y PQS. Ademas, en lavado pulmonar y lavado vaginal aumenta significativamente la
expresion de IgA especifica de B-gal usando PQS-PEG como adyuvante.

3. POS-PEG y PQS estimulan eficazmente respuestas proliferativas mediadas por células T cuando se
coadministran con antigenos solubles

Protocolo experimental: se extirparon los bazos y se reunieron para analisis de las respuestas inmunitarias celulares.
Se cultivaron células en RPMI 1640 complementado con suero de ternero fetal al 10%, 100 U/ml de penicilina, 50
ug/ml de estreptomicina, 2-mercaptoetanol 5 x 10° M y L-glutamina 1 mM (GIBCO BRL, Karlsruhe, Alemania) y se
mantuvieron a 37°C en una atmésfera con el 5% de CO, humidificada. Se ajustaron las suspensiones de células de
bazo a 5 x 10° células/ml en medio completo, se sembraron las células con 100 ul por pocillo en una placa de
microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano (Nunc) y se incubaron las placas durante 4 dias en presencia de
diferentes concentraciones de B-gal soluble. Es decir, se investigaron las respuestas inmunitarias mediadas por
células T en el dia 38 midiendo la proliferacion tras la nueva estimulacion in vitro con B-gal de células que antes se
han recuperado de bazos. Se obtuvieron dichas células de bazo de ratones vacunados (dichos ratones se
inmunizaron tal como se describid en el ejemplo 1) y se incubaron en presencia de diferentes concentraciones del
antigeno B-gal soluble. Se someti6 a prueba cada concentracion por cuadruplicado. Durante las 18 h finales de
cultivo, se afiadié 1 pCi de [°H]-timidina (Amersham international, Friburgo, Alemania) a cada pocillo. Luego se
recogieron las células sobre filtros de papel (Filtermat A; Wallac, Friburgo, Alemania) usando un colector de células
(Inotech, Wohlen, Suiza) y se determiné la cantidad de [*H]-timidina incorporada en el ADN de las células en
proliferacién mediante un contador de centelleo  (Wallac 1450, Micro-Trilux). Se expresan los resultados como la
media aritmética de captacion de [°H]-timidina en cpm.

Treinta y ocho dias tras la vacunacion, se purificaron las células de bazo, se volvieron a estimular in vitro en
presencia de diversas cantidades de p-galactosidasa y se estim6 su capacidad proliferativa midiendo la
incorporacion de [°H]-timidina en su ADN usando un contador de centelleo B. Las células de bazo de animales
inmunizados mediante inyeccion s.c. de B-gal sola, que se escogieron como control, presentaron una respuesta
proliferativa significativa en comparacion al grupo no inmunizado (figura 4A). Se observé un aumento adicional en la
proliferacion en células de bazo de animales a los que se les coadministr6 PQS-PEG y PQS, respectivamente, y
antigeno. Mientras que la administraciéon i.n. de B-gal sola no indujo una proliferacion celular detectable, la
coadministracién de PQS-PEG y PQS, respectivamente, desencadend la induccién de una respuesta proliferativa
eficaz en cantidades pequefias de antigeno (véase figura 4B).

Cabe sefialar que se observé la respuesta proliferativa de células T con células de bazo de ratones inmunizados con
PQS-PEG y PQS, respectivamente, y 3-gal administrada por via i.n. y s.c., respectivamente (véanse las figuras 4A 'y
4B).

En todos los casos se observd como efecto dependiente de la dosis cuando se aumenté la concentracion de B-gal
en el experimento de nueva estimulacion. Por tanto, el uso de los nuevos adyuvantes PQS-PEG y PQS,
respectivamente, dio como resultado un aumento estadisticamente significativo de la proliferacién de células T tras
administracion i.n. y s.c. Estos resultados demuestran que PQS-PEG y PQS, respectivamente, pueden aumentar la
respuesta inmunitaria celular.

4. Andlisis de patrones de células T cooperadoras estimulados usando PQS-PEG y PQS, respectivamente, como
adyuvante

Elisa de isotipo: se recubrieron placas de ensayo de 96 pocillos Nunc-Immuno MaxiSorp (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) con 100 pl de B-gal (Boehringer, Mannheim, Alemania) a 5 pg/ml en tampén carbonato 0,05 M (pH 9,6)
por pocillo. Se afiadieron diluciones dobles en serie de sueros o lavados en PBS con BSA al 1% y Tween 20 al
0,05% (100 ul/pocillo) y se incubaron las placas durante 2 h a 37°C. Tras el lavado, se afiadieron anticuerpo de rata
anti-lgG1 o IgG2a de ratdn conjugado con biotina (Pharmingen, Hamburgo, Alemania) para determinar subclases de
IgG. Se incubaron las placas durante 1 h adicional a 37°C. Tras cuatro lavados, se afiadieron 100 ul de
estreptavidina conjugada con peroxidasa (Pharmingen) a las células y se incubaron las placas a 37°C durante 30
min. Tras cuatro lavados, se desarrollaron reacciones con ABTS en tampdn citrato-fosfato 0,1 M (pH 4,35) que
contenia H>O al 0,01%. Para determinar la concentracién de subclases de IgG en suero, se obtuvieron curvas
patrén recubriendo los pocillos con un anticuerpo de cabra anti-lgG de raton especifica de isotipo, e incubando luego
con anticuerpos IgG1 o 1gG2 de raton purificados (Dianova, Hamburgo, Alemania).
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En la figura 5, se muestra el patron de las diferentes subclases de los isotipos de IgG especifica de antigeno de j-
gal presente en los sueros de ratones vacunados. La figura 5B muestra los resultados para administracion intranasal
de B-gal sola, B-Gal y PQS, B-Gal y PQS-PEG. EIl protocolo para vacunacion fue idéntico al protocolo descrito en el
ejemplo 2. Tal como puede determinarse a partir de la figura 5B, la cantidad de anticuerpos especificos de antigeno
del subtipo IgG1 aumenté fuertemente tras la administracién intranasal del antigeno usando PQS y PQS-PEG como
adyuvante mucoso. Ademas, también en el caso de administracion sistémica, en este caso administracion
subcutanea, la expresion del isotipo de IgG1l aumenta fuertemente, véase la figura 5A. Los datos representan el
titulo promedio de un grupo de 5 animales.

Por tanto, el uso de PQS vy, en particular, de PQS-PEG mediante inmunizacion i.n. permite provocar una fuerte
respuesta de anticuerpos especificos de antigeno. El desencadenamiento puede observarse no solo tras
administracion intranasal sino también tras administracién parenteral.

Protocolo experimental: se extirparon los bazos de ratones vacunados y se reunieron para analisis de las respuestas
inmunitarias celulares. El protocolo para vacunacion fue idéntico al protocolo descrito en el ejemplo 2. Se cultivaron
células en RPMI 1640 complementado con suero de ternero fetal al 10%, 100 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de
estreptomicina, 2-mercaptoetanol 5 x 10° M y L-glutamina 1 mM (GIBCO BRL, Karlsruhe, Alemania) y se
mantuvieron a 37°C en una atmésfera con el 5% de CO, humidificada. Se ajustaron las suspensiones de células de
bazo a 5 x 10° células/ml en medio completo, se sembraron las células con 100 ul por pocillo en una placa de
microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano (Nunc) y se incubaron las placas durante 4 dias en presencia de
diferentes concentraciones de (3-gal soluble.

Para caracterizar el tipo de respuesta Th estimulada tras la inmunizacién, se midio el contenido de IFN-y, IL-2, IL-4,
IL- 5y TNFa en sobrenadantes de células de bazo estimuladas de nuevo in vitro (figura 6A para inmunizacion s.c. y
figura 6B para inmunizacion i.n.) mediante la matriz de perlas citométricas. Se recogieron sobrenadantes de cultivo
de células en proliferacion en los dias 2 y 4 y se almacenaron a -70°C. Se realiz6 la determinacion de IFN-y, TNFa,
IL-2, IL-4 e IL-5 mediante andlisis de matriz de perlas citométricas (CBA, citometric bead array) usando el kit
comercial de BectonDickinson, segln las instrucciones del fabricante o con sistemas ELISA disponibles
comercialmente. Para andlisis mediante CBA, se gener6 una curva patrén para cada citocina usando las citocinas
murina recombinantes correspondientes (Pharmingen). Se incubaron sondas a temperatura ambiente durante 2 h
adicionales. Se analizaron posteriormente las sondas mediante citometria de flujo tal como se describié en el
protocolo de BD.

Los niveles de citocinas especificas de Thl, tales como IFNy o TNFa, mostraron una secrecion potenciada
ligeramente (A) y significativamente (B) en comparacién con el control (B-gal sin el adyuvante adicional).

Los niveles de IL-5 también fueron significativamente mayores en ratones vacunados con PQS a través de la via s.c.
e i.n. en comparacién con la administracién de B-Gal sin el adyuvante adicional. Lo mismo es cierto para IL-2.

5. Andlisis de patrones de células T cooperadoras estimulados usando PQS y PQS-PEG como adyuvante mediante
Elispot

Protocolo experimental: se extirparon los bazos de ratones vacunados y se reunieron para analisis de las respuestas
inmunitarias celulares. El protocolo para vacunacion fue idéntico al protocolo descrito en el ejemplo 1. Se cultivaron
células en RPMI 1640 complementado con suero de ternero fetal al 10%, 100 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de
estreptomicina, 2-mercaptoetanol 5 x 10° M y L-glutamina 1 mM (GIBCO BRL, Karlsruhe, Alemania) y se
mantuvieron a 37°C en una atmosfera con el 5% de CO2 humidificada. Se ajustaron las suspensiones de células de
bazo a 5 x10° células/ml en medio completo, se sembraron las células con 100 pl por pocillo en una placa de
microtitulacion de 96 pocillos de fondo plano (Nunc) y se incubaron las placas durante 4 dias en presencia de
diferentes concentraciones de [-gal soluble.

Para recubrir placas ELISPOT, se incubaron dichas placas con 100 pl/pocillo de anticuerpo de captura purificado
(10 pg/ml en tampo6n de recubrimiento) a 4°C durante la noche. Tras 6 etapas de lavado, se bloguearon las placas
con 200 pl/pocillo de RPMI-1640 completo a temperatura ambiente durante una hora. Se sembraron las células
activadas a 100 pl por pocillo y se incubaron a 37°C, en un incubador humidificado con el 5% de CO, durante 24
horas o 48 horas. Tras 5 etapas de lavado con tampdén de lavado y 1 etapa con agua destilada, se afiadieron 100
ul/pocillo del anticuerpo de deteccion biotinilado con una concentracién de 1 ug/ml en diluyente para ensayo y se
incubd a temperatura ambiente durante 2 h. Tras las etapas de lavado adicionales, se afiadieron 100 pl/pocillo del
AV-HRP a una diluciéon 1/1000 en diluyente para ensayo y se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Tras las etapas de lavado adicionales, se afiadieron 100 pl/pocillo de disolucion de sustrato AEC y se desarroll6 a
temperatura ambiente durante 10-60 minutos hasta que aparecieron focos visibles. Tras etapas de lavado con (3x)
200 pl/pocillo de agua destilada, se secaron al aire las placas y se analizaron contando los focos mediante un lector
ELISPOT. Cada concentracion se sometié a prueba por triplicado.

Se observé un aumento en el nimero de células productoras de IFNy esplénicas en animales inmunizados con -gal
a los que se les coadministré6 PQS o PQS-PEG, en respuesta a una nueva estimulacion con un péptido que abarca

14



10

15

20

25

30

ES 2390 895 T3

el epitopo inmunodominante restringido por CMH de clase | de B-galactosidasa (epitopo CD8) tras vacunacion
parenteral (figura 7A). En cambio, las células productoras de INFg apenas fueron detectables tras administracion i.n.
de B-gal. La vacunacion i.n. de B-gal con adyuvante adicional PQS o PQS-PEG dio como resultado cantidades de
células productoras de IFNy menores que el nivel determinado tras vacunacion s.c. Ademas, se mostré una fuerte
expresion de células productoras de IL-2 esplénicas y, en particular, de de IL-4 tras la nueva estimulacién con la
proteina B-gal en ratones inmunizados con B-gal a los que se les coadministré el adyuvante respectivo por via i.n. y
via s.c.

6. La inmunizacién usando PQS aumenta la capacidad citotéxica de células efectoras murinas si se coadministra
con un antigeno soluble

Este sistema se basa en la medicién de la liberacién de Cr51 de células diana debido a lisis especifica. En particular,
con la cantidad de radiactividad detectable en el sobrenadante, puede calcularse la lisis especifica.

Antes del ensayo de citotoxicidad, se dividieron células diana P815 y se resuspendieron y se ajustaron a
2 x10° células/300 ul de DMEM. Se incubaron las células P815 con un péptido especifico de -gal de CMH de clase
| durante 1,5 h, mientras se agitaban ligeramente las células cada 15 minutos para mejorar la unién entre el péptido
y la molécula de CMH de clase I. Tras el lavado de las células, se resuspendieron las células en 150 pul de medio sin
FCS y se cultivaron durante 2 h en presencia de 100 uci de *'cromo. Cada 30 min., se agitd ligeramente la
suspension celular. Posteriormente, se lavaron las células dos veces en DMEM mas FCS al 10% para eliminar el
*ICr no unido. Se ajustaron las células a 2 x 10° por pocillo. Se diluyeron en serie las células efectoras (1 x 10°, 0,5 x
10° 0,25 x 10° y 0,125 x 106). Se afiadieron 50 pl de las células diana murinas (10.000 células) a las células
efectoras, por tanto, la razon de células efectoras / células diana es de 100:1, 50:1, 25:1 y 12,5:1, respectivamente.
Se centrifugaron brevemente las muestras para poner las células efectoras en contacto con las células diana. Tras
incubacién durante 4 h a 37°C y el 5% de CO,, se agitaron las células. Para obtener la cantidad de lisis maxima, se
trataron células diana con Triton X100 al 2%. Se tomaron 25 6 30 ul de sobrenadante de cada uno de los pocillos y
se determing la radiactividad seguin la practica convencional. Se calculé la lisis especifica teniendo en cuenta la lisis
espontanea y la lisis maxima.

La figura 8 muestra los resultados para lisis especifica y demuestra la capacidad citotoxica de células T CD8+
estimuladas de nuevo con B-gal obtenidas de ratones que se habian inmunizado con B-gal/PQS por via subcutanea,
véase la figura 8A. En cambio, las células de bazo obtenidas de ratones no inmunizados no proporcionaron una lisis
significativa de las células diana.
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REIVINDICACIONES

Uso de al menos uno de los compuestos segun la formula (I) o su isoforma tautomérica mostrada en la
féormula (11)

Fa

en las que

R6 representa OH o H y R8 es un grupo hidrocarbonado alifatico de cadena lineal o ramificada, saturado o
etilénicamente insaturado que contiene de 1 a 20 atomos de carbono que puede estar sustituido
opcionalmente con uno 0 mas grupos sustituyentes seleccionados de halégeno, alcoxilo C1-C6, carboxilo,
alcoxicarbonilo C1-C6 y NR1R2 en el que cada uno de R1 y R2 se selecciona independientemente de
hidrogeno y alquilo C1-C6 lineal o ramificado, o0 R1 y R2 junto con el &tomo de N al que estan unidos
forman un grupo heterociclico saturado seleccionado de piperidino, piperazino y morfolino;

R7 es O, OH o halégeno;
R9 representa hidrégeno, CH3, N-6xido;

cada R10 representa independientemente un grupo alquilo C1-C6 lineal o ramificado o alcoxilo C1-C6 lineal
o ramificado o un halégeno;

n es un nimero entero de desde 0 hasta 4;
y sales o solvatos de los mismos,

como adyuvante(s) para vacunacion terapéutica o profilactica.
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Uso de al menos uno de los compuestos segun la formula (I) o su isoforma tautomérica mostrada en la
férmula (11)

Rs

|

i Ry

, (L)
A1ty

A
A

en las que

R6 representa OH o H y R8 es un grupo hidrocarbonado alifatico de cadena lineal o ramificada, saturado o
etilénicamente insaturado que contiene de 1 a 20 atomos de carbono que puede estar sustituido
opcionalmente con uno 0 mas grupos sustituyentes seleccionados de halégeno, alcoxilo C1-C6, carboxilo,
alcoxicarbonilo C1-C6 y NR1R2 en el que cada uno de R1 y R2 se selecciona independientemente de
hidrégeno y alquilo C1-C6 lineal o ramificado, o0 R1 y R2 junto con el &omo de N al que estan unidos
forman un grupo heterociclico saturado seleccionado de piperidino, piperazino y morfolino;

R7 es O, OH o halégeno;
R9 representa hidrégeno, CH3, N-6xido;

cada R10 representa independientemente un grupo alquilo C1-C6 lineal o ramificado o alcoxilo C1-C6 lineal
o ramificado o un halégeno;

n es un nimero entero de desde 0 hasta 4;

estando conjugado los compuestos segun la formula (I) o su isoforma tautomérica de férmula (I) con un
resto de conjugado que contiene al menos una unidad de polialquilenglicol de férmula:

X1-[(CHR11)x-O]n-(2)y-
en la que
X1 es hidrégeno o un hidrocarburo;
Z es un grupo de unién divalente seleccionado de C=0, NH o CHR11;
R11 es independientemente uno cualquiera de hidrégeno, OH, OR12 o CO-R13;
R12 es independientemente uno cualquiera de hidrégeno o alquilo C1-C6 lineal o ramificado;

R13 es independientemente uno cualquiera de hidrégeno, OH, OR12 o0 NR14R15;
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R14 y R15 son independientemente uno cualquiera de hidrégeno o hidrocarburo;
n es un nimero entero de 1 a 100;

x es independientemente un nimero entero de 1 a 10;

y es un nimero entero de 0 a 10;

y sales y solvatos de los mismos,

como adyuvante(s) para vacunacion terapéutica o profilactica

Uso segun la reivindicacion 1 6 2, como adyuvante(s) mucoso(s), en particular, para administracion
intranasal, intra-TLAN, oral, intrarrectal, intrapulmonar, intrabronquial, intratecal, conjuntival, intravaginal o
intrauretral, administracién en los conductos galactéforos de la mama o mediante inhalacion.

Uso segun la reivindicacion 1 6 2, para administracion parenteral, en particular, en administracion
subcuténea, intravenosa, intradérmica o intramuscular.

Uso segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el resto de conjugado comprende al menos dos
cadenas que tienen unidades de polialquilenglicol segun la reivindicacion 2.

Uso segun la reivindicacion 2 6 5, caracterizado porque las unidades de polialquilenglicol en el resto de
conjugado son unidades de polietileno, unidades de polipropileno y/o unidades de polibutileno.

Uso segun la reivindicacion 2, 5 6 6, caracterizado porque el resto de conjugado es un residuo de
metoxipolietilenglicol-carbonilo.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 2, 5 ¢ 6, caracterizado porque el resto de conjugado es
(S)-10-amino-6,9,13,16-tetraoxo-N,N’,8,14-tetrakis(3,6,9,12-tetraoxatridec-1-il)-5,8,14,17-
tetraazahenicosano-1,21-diamida.

Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque en el compuesto segun la
férmula (1) o (II) n es 0 y R8 es un grupo alquilo C4 a C8 lineal.

Uso segun la reivindicacion 9, caracterizado porque en el compuesto segun la formula (I) o (Il) R8 es un
grupo heptilo y R7 es O, R6 es OH y R9 es hidrégeno.

Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
10 como adyuvante, un principio farmacéuticamente activo y un portador, diluyente, conservante
farmacéuticamente aceptable, adyuvantes distintos a los compuestos o0 conjugados segun una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 10, inmunomoduladores o excipiente, mediante lo cual la composicion
farmacéutica es una vacuna.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 11, en la que el/los principio(s) activo(s) comprende(n) al
menos uno 0 mas antigenos diferentes en forma de péptidos, proteinas, polisacéaridos, glicolipidos o ADN
que codifica para los mismos o sistemas de suministro de antigenos tales como virosomas, particulas
fisicas, preferiblemente microparticula, nanoparticula, liposoma, ISCOM, copolimero y/o particula biolégica,
preferiblemente fantasmas bacterianos, particulas similares a virus (VLP), particulas similares a, particulas
similares a poliomavirus PLP o virus atenuados.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacién 12, caracterizada porque los antigenos son antigeno(s)
tumoral(es) o antigeno(s) derivado(s) de agentes infecciosos para prevenir o tratar enfermedades
infecciosas, choque séptico, cancer, tumores, enfermedades autoinmunitarias, alergias, o procesos
inflamatorios crénicos o agudos.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, que comprende ademas
una o mas moléculas antiinflamatorias, moléculas antiangiogénicas, moléculas citotoxicas, moléculas
inmunomoduladoras, preferiblemente quimiocinas, citocinas, ligando CD40, moléculas coestimuladoras o
anticuerpos o mezclas de los mismos.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, proporcionada en una
formulacion adecuada para administracidn mucosa, en particular, para administraciéon intranasal, intra-
TLAN, oral, intrarrectal, intrapulmonar, intrabronquial, intratecal, conjuntival, intravaginal o intrauretral,
administracion en los conductos galactoforos de la mama o mediante inhalacién.

Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, proporcionada en una
formulacion adecuada para administracion parenteral, en particular, en administracion subcutanea,
intravenosa, intradérmica o intramuscular.
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Composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, como composicion
combinada para uso simultaneo, por separado o secuencial en la prevencién o el tratamiento de
enfermedades infecciosas, canceres, tumores, enfermedades autoinmunitarias o alergias, o procesos
inflamatorios crénicos o agudos.

Kit que comprende el compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 como estructura
adyuvante y antigénica y, opcionalmente, portador, diluyente, conservante farmacéuticamente aceptable,
adyuvantes distintos a los conjugados segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
inmunomoduladores o excipiente.
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