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DESCRIPCION
Composiciones inmundégenas y procedimientos de uso
Antecedentes

Las vacunas han sido siempre importantes en medicina desde que se observd que, para ciertas enfermedades, la
exposicion inicial al agente infeccioso conferia inmunidad contra infecciones posteriores. Las vacunas se han usado
durante muchos afios con el fin de crear inmunidad en un individuo contra infeccién por patégenos particulares tales
como virus, bacterias, hongos y parasitos. Las vacunas también se han usado para estimular la capacidad del cuerpo
para montar una respuesta inmunitaria contra antigenos en células cancerosas, o contra la formacion de fibrillas
patolégicas. Las vacunas se pueden administrar mediante diversas rutas incluyendo, por ejemplo, administracion oral,
intravenosa, subcutanea, transdérmica, sublingual, intramuscular, y nasal.

Las primeras vacunas dependian de los patdgenos "vivos" o "muertos" que retenian su inmunogenicidad. Un mejor
entendimiento de la estructura y funcién de los patdgenos particulares y de los mecanismos de inmunidad adaptativa se
ha hecho posible para disefiar vacunas mas seguras y mas dirigidas. Por ejemplo, una vacuna actual contra el virus de
la hepatitis B depende de la inoculacién que usa solamente una parte del antigeno de superficie virica, en lugar del
patdégeno completo. Las vacunas de este tipo tienen menores efectos secundarios y evitan las respuestas inmunitarias
no deseadas a antigenos que no son protectores, es decir, no confieren inmunidad duradera. Las vacunas también se
han desarrollado usando tecnologia de ADN recombinante y tratamiento génico para proporcionar vacunas de ADN, que
en casos favorables conducen a una respuesta inmunitaria protectora.

La vacunacion con antigenos de proteinas (por ejemplo, de una proteina virica o un antigeno especifico de tumor) o
polipéptidos inmundégenos derivados de antigenos de proteinas es una nueva estrategia que tiene un tremendo
potencial clinico debido a su baja toxicidad y aplicabilidad muy difundida. Sin embargo, las vacunas a base de proteinas,
han tenido un éxito clinico solamente limitado, debido en parte a dificultades con la administracion. Por lo tanto existe
una necesidad de desarrollar medios mas eficaces de ingenieria de antigenos basados en polipéptidos.

Actualmente, se estan evaluando vacunas de péptidos sintéticas para la proteccion contra bacterias, parasitos, y virus.
Las vacunas de epitopos de bacterias incluyen las dirigidas contra célera y shigella. Una vacuna sintética contra malaria
se ha sometido a estudios clinicos de Fase | y Fase Il. La gripe y la hepatitis B representan dos sistemas viricos en los
que las vacunas de péptidos sintéticos parecen especialmente prometedoras, y ha habido mucho mas interés
recientemente en el desarrollo de vacunas sintéticas contra el virus-1 de inmunodeficiencia humana (VIH-1).

Una respuesta inmunitaria deseable a un antigeno de proteina o péptido en un contexto de vacuna incluye inmunidad
tanto humoral como mediada por células. EI componente humoral implica la estimulacion de células B, que producen
anticuerpos, mientras que el componente mediado por células implica linfocitos T. Los linfocitos T citotdxicos (LTC)
juegan un papel importante en el sistema inmunitario mediado por células, lisando las células infectadas por virus o
infectadas por bacterias. De manera especifica, los LTC poseen receptores de superficie celular que pueden reconocer
péptidos extrafios asociados a las moléculas del MHC de clase | y / o clase 1.

Existe una necesidad de procedimientos y plataformas de administracion especializada adecuados para la
administracion de antigenos complejos tales como polipéptidos a organismos vertebrados. La genotecnologia de
polipéptidos inmundgenos y las estructuras hechas de polipéptidos inmunégenos son prometedoras para este propdsito.
Preferentemente, la presentacion resultante de determinantes inmundgenos activaran al menos algunos componentes
del sistema inmunitario adaptativo, es decir, la presentacion de antigeno provocara una respuesta inmunitaria suficiente
para combatir un patdégeno particular, si la respuesta inmunitaria estd mediada por anticuerpos, células T citotoxicas,
células T auxiliares, células citoliticas naturales o macréfagos, o alguna combinacién de los mismos.

Zheng et al., J. Biomater. Sci. Polimer Edu., Vol. 16 (3), 285 - 299 (2005) describen polipéptidos disefiados en la base
de analisis por ordenador y muestran que se pueden usar para fabricar peliculas finas nanoestructuradas por
ensamblaje capa a capa electrostatico (CACE).

El documento US 2005/0069950 describe un procedimiento para disefiar polipéptidos para la nano fabricacién de
peliculas finas, revestimientos y microcapsulas por CACE para aplicaciones en biomedicina y otros campos.

Sumario

En una realizacion, se proporciona una composicion inmunégena para su uso en un procedimiento de provocacion de
una respuesta inmunitaria terapéutica en un organismo vertebrado, en la que la composicién inmunégena comprende

una pelicula de capas multiples que comprende dos o mas capas de polielectrolitos, en la que las capas adyacentes
comprenden polielectrolitos cargados de manera opuesta,

en la que un primer polielectrolito de capas comprende un primer polipéptido antigénico que comprende una o mas
regiones de adsorcion superficial unidas de forma covalente a una o mas regiones determinantes antigénicas, en la que
el polipéptido antigénico y la una o mas regiones de adsorcion superficial tienen la misma polaridad,
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en la que la una o mas regiones de adsorcién superficial comprenden uno o mas motivos de secuencias de aminoacidos,
consistiendo el uno o mas motivos de secuencias de aminoacidos en de 5 a 15 aminoacidos y teniendo una magnitud
de carga neta por resto mayor que o igual a 0,4, y

en la que la una o mas regiones determinantes antigénicas consisten en de 3 a 250 restos de aminoacido,

en la que el primer polipéptido antigénico no es un homopolimero, tiene al menos 15 aminoacidos de longitud, y tiene
una solubilidad acuosa a pH de 4 a 10 mayor que 50 pg/ml; en la que una segunda capa comprende un segundo
polielectrolito de capas que comprende un material policatiénico o un material polianiénico que tiene un peso molecular
mayor que 1.000 y al menos 5 cargas por molécula, y una carga opuesta a la del primer polipéptido de capas, y en la
que la primera region determinante antigénica comprende al menos un determinante antigénico de un antigeno
seleccionado entre un antigeno virico, un antigeno bacteriano, un antigeno fungico o un antigeno de parasito.

En ofra realizacion, un procedimiento de provocacion de una respuesta inmunitaria no terapéutica en un organismo
vertebrado no humano comprende la administracion en el organismo vertebrado no humano de la composicion
inmunogena descrita anteriormente. En otra realizacion existe el uso de la composicion inmundgena descrita
anteriormente en la fabricacion de un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria terapéutica en un
organismo vertebrado.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra un esquema del ensamblaje de polipéptidos cargados de manera opuesta.

La Figura 2 ilustra una realizacion de un polipéptido antigénico que comprende una region determinante antigénica (3) y
dos regiones de adsorcién superficial (1, 2), una unida al extremo N de la regidon determinante antigénica (1) y una unida
al extremo C de la regién determinante antigénica (2).

La Figura 3 ilustra la preparacion independiente de las tres regiones diferentes de un polipéptido antigénico para LBL
mediante sintesis en fase de solucion, sintesis en fase sélida o produccién de péptidos recombinantes.

La Figura 4 ilustra la union de las tres regiones del péptido antigénico (4).

La Figura 5 ilustra una realizacion de un polipéptido antigénico que comprende dos regiones de adsorcion superficial
(120 y 130) y region determinante antigénica (110).

Descripcion detallada

Como se usa en el presente documento, "capa" significa un incremento de espesor, por ejemplo, sobre un molde para
formacién de pelicula, después de una etapa de adsorcion. "Capas multiples" significa incrementos de espesor multiple
(es decir, dos o mas). Una "pelicula de capas muiltiples de polielectrolito" es una pelicula que comprende uno o mas
incrementos de espesor de polielectrolitos. Después del depdsito, las capas de una pelicula de capas multiples pueden
no permanecer como capas discretas. De hecho, es posible que exista entremezclado significativo de especies,
particularmente en las interfases de los incrementos de espesor.

El término "polielectrolito” incluye materiales policatidonicos y polianidnicos que tienen un peso molecular mayor que
1.000 y al menos 5 cargas por molécula. Los materiales policatiénicos adecuados incluyen, por ejemplo, poliaminas. Las
poliaminas incluyen, por ejemplo, un polipéptido, poli(vinilamina), poli(aminoestireno), poli(aminoacrilato),
poli(aminoacrilato de N-metilo), poli (aminoacrilato de N-etilo), poli(aminoacrilato de N,N-dimetilo), poli(aminoacrilato de
N,N-dietilo), poli(aminometacrilato, polilaminometacrilato de N-metilo), poli(aminometacrilato de N-etilo),
poli(aminometacrilato de N,N-dimetilo), poli(aminometacrilato de N,N-dietilo), poli(etilenimina), poli (cloruro de
dialildimetiloamonio), poli(cloruro de N,N,N-trimetilaminoacrilato), poli(cloruro de metiacrilamidopropiltrimetil amonio),
quitosano y combinaciones que comprenden uno o mas de los materiales policationicos anteriores. Los materiales
polianidnicos adecuados incluyen, por ejemplo, un polipéptido, un acido nucleico, alginato, carragenina, furcelarano,
pectina, xantano, acido hialurénico, heparina, sulfato de heparano, sulfato de condroitina, sulfato de dermatano, sulfato
de dextrano, poli(acido metacrilico), celulosa oxidada, carboximetilcelulosa, polisacaridos acidos, y croscarmelosa,
polimeros y copolimeros sintéticos que contienen grupos carboxilo laterales, y combinaciones que comprenden uno o
mas de los materiales polianiénicos anteriores.

"Aminoacido" significa un bloque de construccion de un polipéptido. Como se usa en el presente documento,
"aminoacido" incluye los 20 L-aminoacidos comunes de origen natural, todos los otros aminoacidos naturales, todos los
aminoacidos no naturales, y todos los miméticos de aminoacidos, por ejemplo, peptoides.

"Los aminoacidos de origen natural" significa los 20 L-aminoacidos comunes de origen natural, esto es, glicina, alanina,
valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, cisteina, metionina, acido aspartico, asparagina, acido glutamico, glutamina,
arginina, lisina, histidina, fenilalanina, tirosina, triptéfano y prolina.

"Aminoacido no natural" significa un aminoacido distinto de cualquiera de los 20 L-aminoacidos comunes de origen
natural. Un aminoacido no natural puede tener estereoquimica o bien L o D.
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"Peptoide," o glicina sustituida con N, significa un analogo del monémero de aminoacido correspondiente, con la misma
cadena lateral que el aminoacido correspondiente pero con la cadena lateral unida al atomo de nitrégeno del grupo
amino en lugar de a los carbonos a del resto. Por consiguiente, los enlaces quimicos entre mondémeros en un
polipeptoide no son enlaces peptidicos, lo que puede ser Util para limitar la digestion proteolitica.

"Secuencia de aminoacidos" y "secuencia" significa una longitud continua de cadena de polipéptido que tiene al menos
dos restos de aminoacido de longitud.

"Resto" significa un aminoacido en un polimero u oligémero; es el resto del monédmero de aminoacido a partir del que se
forma el polimero. La sintesis de polipéptido implica la deshidratacion, esto es, una sola molécula de agua se "pierde"
tras la adicién del aminoacido a una cadena de polipéptido.

"Motivo de secuencia de aminoacidos” significa una secuencia de aminoacidos contigua que comprende n restos, en los
que n es de 5 a 15. En una realizacion, la magnitud de la carga neta por resto de un motivo de secuencia de
aminoacidos es mayor que o igual a 0,4. En otra realizacion, la magnitud de la carga neta por resto de un motivo de
secuencia de aminoacidos es mayor que o igual a 0,5. Como se usa en el presente documento, la magnitud de la carga
neta se refiere al valor absoluto de la carga neta, esto es, la carga neta puede ser positiva o negativa.

Como se usa en el presente documento "péptido" y "polipéptido" se refiere todo a una serie de aminoacidos conectados
entre si por enlaces peptidicos entre los grupos alfa-amino y alfa-carboxi de aminoacidos adyacentes, y puede contener
o estar exento de modificaciones tales como glucosilacién, oxidacion de cadena lateral, o fosforilacion, siempre que
tales modificaciones, o la carencia de las mismas, no destruyan la inmunogenicidad. Como se usa en el presente
documento, el término "péptido" significa que se refiere a tanto un péptido como un polipéptido o proteina.

"Polipéptido disefiado" significa un polipéptido que comprende uno o mas motivos de secuencias de aminoacidos, en los
que el polipéptido tiene al menos 15 aminoacidos de longitud y la relaciéon del nimero de restos cargados de la misma
polaridad menos el nimero de restos de la polaridad opuesta con respecto al nimero total de restos en el polipéptido es
mayor que o igual a 0,4 a pH 7,0. En otras palabras, la magnitud de la carga neta por resto del polipéptido es mayor que
o igual a 0,4. La relacion del nimero de restos cargados de la misma polaridad menos el nimero de restos de la
polaridad opuesta con respecto al nimero total de restos en el polipéptido puede ser mayor que o igual a 0,5 a pH 7,0.
En otras palabras, la magnitud de la carga neta por resto del polipéptido es mayor que o igual a 0,5. Aunque no existe
ningun limite superior absoluto en la longitud del polipéptido, en general, los polipéptidos disefiados adecuados para el
depdsito por CACE tiene un limite de longitud superior practico de 1.000 restos.

"Estructura primaria" significa la secuencia de aminoacidos lineal contigua en una cadena de polipéptidos, y "estructura
secundaria" significa los tipos mas o menos regulares de estructura en una cadena de polipéptidos estabilizada por
interacciones no covalentes, usualmente enlaces de hidrogeno. Los ejemplos de estructura secundaria incluyen una
hélice a, lamina 8 y giro B.

"Pelicula de capas muliltiples de polipéptido" significa una pelicula que comprende uno o mas polipéptidos disefiados
como se ha definido anteriormente. Por ejemplo, una pelicula de capas multiples de polipéptido comprende una primera
capa que comprende un polipéptido disefiado y una segunda capa que comprende un polielectrolito que tiene una carga
neta de polaridad opuesta al polipéptido disefiado. Por ejemplo, si la primera capa tiene una carga positiva neta, la
segunda capa tiene una carga negativa neta; y si la primera capa tiene una carga negativa neta, la segunda capa tiene
una carga positiva neta. La segunda capa comprende otro polipéptido disefiado u otro polielectrolito.

"Sustrato" significa un material sélido con una superficie adecuada para la adsorcion de polielectrolitos de la solucion
acuosa. La superficie de un sustrato puede tener esencialmente cualquier forma, por ejemplo, plana, esférica, forma de
barra, etc. Una superficie de sustrato puede ser regular o irregular. Un sustrato puede ser un cristal. Un sustrato puede
ser una molécula bioactiva. Los sustratos varian en tamano desde la nanoescala hasta la macroescala. Ademas, un
sustrato opcionalmente comprende varias subparticulas pequefas. Un sustrato puede estar hecho de material organico,
material inorganico, material bioactivo, o una combinacién de los mismos. Los ejemplos no limitantes de sustratos
incluyen obleas de silicio; particulas coloidales cargadas, por ejemplo, microparticulas de CaCO3 o de melamina-
formaldehido; células biolégicas tales como eritrocitos, hepatocitos, células bacterianas, o células de levaduras;
reticulas de polimero organico, por ejemplo, reticulas de poliestireno o copolimero de estireno; liposomas; organulos; y
virus. El sustrato puede ser un dispositivo médico tal como un marcapasos artificial, un implante coclear, o un dilatador
vascular.

Cuando se desintegra un sustrato o se retira de otra manera durante o después de la formacion de pelicula, se llama
"un molde" (para la formacién de pelicula). Las particulas de molde se pueden disolver en disolventes apropiados o
retirarse mediante tratamiento térmico. Si, por ejemplo, se usan particulas de molde de melamina-formaldehido
reticuladas parcialmente, el molde se puede desintegrar por procedimientos quimicos suaves, por ejemplo, en DMSO, o
mediante un cambio en el valor de pH. Después de la disolucion de las particulas de molde, permanecen las carcasas
de capas multiples huecas que estan compuestas de capas de polielectrolito alternativas.

Una "microcapsula" es una pelicula de polielectrolito en forma de una carcasa hueca o un revestimiento que rodea un
nucleo. El nucleo comprende una diversidad de materiales de encapsulacion diferentes, por ejemplo, una proteina, un
farmaco, o una combinacién de los mismos.
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"Molécula bioactiva" significa una molécula, macromolécula, o ensamblaje macromolecular que tiene un efecto bioldgico.
El efecto bioldgico especifico se puede medir en un ensayo adecuado y normalizarse por unidad de peso o por molécula
de la molécula bioactiva. Una molécula bioactiva puede estar encapsulada, retenida detras, o encapsulada dentro de
una pelicula de polielectrolito. Los ejemplos no limitantes de una molécula bioactiva son un farmaco, un cristal de un
farmaco, una proteina, un fragmento funcional de una proteina, un complejo de proteinas, una lipoproteina, un
oligopéptido, un oligonucledtido, un acido nucleico, un ribosoma, un agente terapéutico activo, un fosfolipido, un
polisacarido, un lipopolisacarido. Como se usa en el presente documento, "molécula bioactiva" ademas abarca
estructuras biolégicamente activas, tales como, por ejemplo, un fragmento de membrana funcional, una estructura de
membrana, un virus, un patégeno, una célula, un agregado de células y un organulo. Los ejemplos de una proteina que
puede estar encapsulada o retenida detras de una pelicula de polipéptido son hemoglobina; enzimas, tales como por
ejemplo glucosa oxidasa, ureasa, lisozima y similares; proteinas de matriz extracelular, por ejemplo, fibronectina,
laminina, vitronectina y colageno; y un anticuerpo. Los ejemplos de una célula que puede estar encapsulada o retenida
detras de una pelicula de polielectrolito es una célula de islotes trasplantada, una célula eucariota, una célula bacteriana,
una célula de plantas, y una célula de levadura.

"Biocompatible" significa que no provoca ningun efecto de salud adverso sustancial tras la ingestion oral, aplicacion
tépica, aplicacion transdérmica, inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular, inhalacion, implante, o inyeccion
intravenosa. Por ejemplo, las peliculas biocompatibles incluyen las que no provocan una respuesta inmunitaria
sustancial cuando se ponen en contacto con el sistema inmunitario de, por ejemplo, un ser humano.

"Respuesta inmunitaria" significa la respuesta del sistema inmunitario celular o humoral a la presencia de una sustancia
en cualquier parte del cuerpo. Una respuesta inmunitaria se puede caracterizar de numerosas formas, por ejemplo,
mediante un incremento en el torrente sanguineo del numero de anticuerpos que reconocen un cierto antigeno. Los
anticuerpos son proteinas secretadas por células B, y un antigeno es una entidad que provoca una respuesta
inmunitaria. El cuerpo humano lucha contra la infeccién e inhibe la reinfeccion incrementando el nimero de anticuerpos
en el torrente sanguineo y en otra parte.

"Antigeno" significa una sustancia extrafia que provoca una respuesta inmunitaria (por ejemplo, la produccion de
moléculas de anticuerpo especificas) cuando se introduce en los tejidos de un organismo vertebrado susceptible. Un
antigeno contiene uno o mas epitopos. El antigeno puede ser una sustancia pura, una mezcla de sustancias (incluyendo
células o fragmentos de células). El término antigeno incluye un determinante antigénico adecuado, autoantigeno, el
propio-antigeno, antigeno de reaccién cruzada, aloantigeno, tolerégeno, alérgeno, hapteno, e inmundégeno, o partes de
los mismos, y combinaciones de los mismos, y estos términos se usan indistintamente. Los antigenos son, en general,
de alto peso molecular y cominmente son polipéptidos. Los antigenos que provocan fuertes respuestas inmunitarias se
dice que son fuertemente inmundgenos. El sitio sobre un antigeno al que se puede unir de manera especifica un
anticuerpo complementario se llama un epitopo o determinante antigénico.

"Antigénico" se refiere a la capacidad de una composicion de dar lugar a anticuerpos especificos para la composicion o
dar lugar a una respuesta inmunitaria mediada por célula.

Como se usa en el presente documento, los términos "epitopo" y "determinante antigénico" se usan de manera indistinta
y significan la estructura o secuencia de un antigeno, por ejemplo, una proteina un péptido disefiado, que es reconocido
por un anticuerpo. Ordinariamente, un epitopo estara sobre la superficie de una proteina. Un "epitopo continuo" es uno
que implica varios restos de aminoacido contiguos, no uno que implica restos de aminoacido que resultan de estar en
contacto o en la region limitada de espacio en una proteina plegada. Un "epitopo conformacional" implica restos de
aminoacido de diferentes partes de la secuencia lineal de una proteina que se pone en contacto en la estructura
tridimensional de la proteina. Para que se produzca la interaccion eficaz entre el antigeno y el anticuerpo, el epitopo
debe estar faciimente disponible para unirse. De este modo, el epitopo o los determinantes antigénicos estan presentes
en el ambiente nativo, celular del antigeno, o solamente expuestos cuando se desnaturalizan. En su forma natural,
pueden ser citoplasmicos (solubles), asociados a membrana, o secretados. El ndmero, localizaciéon y tamafio de los
epitopos dependera de cuanto antigeno esta presente durante el proceso de fabricacion del anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, una "composicidén de vacuna" es una composicidn que provoca una respuesta
inmunitaria en un mamifero al que se administra y que protege al organismo inmunizado contra la exposicion posterior
por el agente de inmunizacién o un agente inmunoldgicamente de reaccién cruzada. La proteccion puede ser completa
o parcial con relacion a la reduccion en los sintomas o infeccion comparada con un organismo no vacunado. Un agente
inmunolégicamente de reaccion cruzada puede ser, por ejemplo, la proteina entera (por ejemplo, glucosiltransferasa) a
partir de la que se ha derivado un péptido subunitario para su uso como inmunégeno. De manera alternativa, un agente
inmunolégicamente de reaccion cruzada puede ser una proteina diferente que se reconoce en total o en parte por los
anticuerpos provocados por el agente de inmunizacion.

Como se usa en el presente documento, una "composicién inmundgena" pretende abarcar una composicion que
provoca una respuesta inmunitaria en un organismo al que se administra y que puede o no puede proteger al mamifero
inmunizado contra la exposicion posterior con el agente de inmunizacion. En una realizacién, una composicion
inmundégena es una composicion de vacuna.
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Peliculas de capas multiples de polielectrolito son peliculas finas (por ejemplo, de unos pocos nanémetros a milimetros
de espesor) compuestas de capas alternativas de polielectrolitos cargados de manera opuesta. Tales peliculas pueden
estar formadas por ensamblaje capa a capa sobre un sustrato adecuado. En el autoensamblaje capa a capa
electrostatico ("CACE"), la base fisica de asociacion de polielectrolitos es electroestatica. La construccion de la pelicula
es posible debido a que el signo de la densidad de carga de la superficie de la pelicula se invierte tras el depdsito de
capas sucesivas. El principio general del depdsito de CACE de poliiones cargados de manera opuesta se ilustra en la
Figura 1. La generalidad y simplicidad relativa del proceso de pelicula de CACE permite el depdsito de muchos tipos
diferentes de polielectrolito sobre muchos tipos diferentes de superficie. Las peliculas de capas muiltiples de polipéptidos
son un subconjunto de peliculas de capas mdltiples de polielectrolitos, que comprenden al menos una capa que
comprende un polipéptido cargado. Una ventaja clave de las peliculas de polipéptidos de capas multiples es la
benignidad ambiental. Las peliculas de CACE se usan también para encapsulacion. Las aplicaciones de peliculas de
polipéptidos y microcapsulas incluyen, por ejemplo, nanoreactores, biosensores, células artificiales, y vehiculos de
administracion de farmacos.

Los principios de disefio para polipéptidos adecuados para el depdsito capa a capa electroestatica se explican en la
publicacion de patente de Estados Unidos N° 2005/0069950. En resumen, el disefio primario se refiere a la longitud y
carga del polipéptido. La electroestatica es el asunto de disefio mas importante debido a que es la base de CACE. Sin
propiedades de carga adecuadas, un polipéptido no sera sustancialmente soluble en solucién acuosa a pHde4a 10y
no se puede usar facilmente para la fabricacién de una pelicula de capas multiples por CACE. Otros asuntos de disefio
incluyen la estructura fisica de los polipéptidos, la estabilidad fisica de las peliculas formadas a partir de los polipéptidos,
y la biocompatibilidad y bioactividad de las peliculas y los polipéptidos constituyentes.

Como se ha definido anteriormente, un polipéptido disefiado significa un polipéptido que comprende uno o mas motivos
de secuencias de aminoacidos, en el que el polipéptido tiene al menos 15 aminoacidos de longitud y la magnitud de la
carga neta por resto del polipéptido es mayor que o igual a 0,4 a pH 7,0. "Motivo de secuencia de aminoacidos' significa
una secuencia de aminoacidos contiguos que comprende n restos, en la que n es de 5 a 15. Los aminoacidos de origen
natural cargados positivamente (basicos) a pH 7,0 son Arg, His, y Lys. Los restos de aminoacidos de origen natural
cargados negativamente (acidos) a pH 7,0 son Glu y Asp. Se puede emplear un motivo de aminoacido que comprende
una mezcla de restos de aminoacido de carga opuesta siempre que la relacion global de la carga reuna los criterios
especificados. En un ejemplo, un polipéptido disefiado no es un homopolimero.

En un ejemplo, el motivo de secuencia de aminoacidos comprende 7 aminoacidos. Cuatro aminoacidos cargados es un
minimo adecuado para un tamafo de motivo de 7, debido a que menos de 4 cargas produce una disminucién en la
solubilidad del péptido y una disminucion en el control sobre CACE. Ademas, con relacién a la biocompatibilidad, cada
motivo de secuencia de aminoacidos identificado en los datos gendmicos es suficientemente largo en 7 restos para
constituir un epitopo continuo, pero no tan largo como para corresponder sustancialmente a los restos tanto sobre la
superficie de una proteina como en su interior. De este modo, la carga y la longitud del motivo de secuencia de
aminoacidos ayudan a garantizar que un motivo de secuencia identificado en los datos genémicos sea probable que se
produzca sobre la superficie de la proteina plegada a partir de la que se deriva el motivo de secuencia. Por el contrario,
un motivo muy corto podria resultarle al organismo una secuencia al azar, o una no especificamente “propia”, y por lo
tanto provocar una respuesta inmunitaria.

En algunos casos, un asunto de disefio con relacion a los motivos de secuencias de aminoacidos y polipéptidos
disefiados es su propension a formar estructuras secundarias, notablemente hélice a o lamina . En algunos ejemplos,
es deseable ser capaz de controlar, por ejemplo, minimizar, la formacion de estructura secundaria por los polipéptidos
disefiados en un medio acuoso con el fin de maximizar el control sobre la formaciéon de la capa de pelicula fina. En
primer lugar, se prefiere que los motivos de secuencia sean relativamente cortos, esto es de aproximadamente 5 a
aproximadamente 15 aminoacidos, debido a que los motivos largos es mas probable que adopten una estructura
tridimensional estable en solucion. En segundo lugar, un engarce, tal como un resto glicina o prolina, unido de forma
covalente entre sucesivos motivos de secuencias de aminoacidos en un polipéptido disefiado reducira la propension del
polipéptido a adoptar una estructura secundaria en solucion. La glicina, por ejemplo, tiene una propension muy baja a
hélice a y una propensiéon muy baja a lamina 3, haciendo energéticamente muy desfavorable para una glicina y sus
aminoacidos vecinos el formar una estructura secundaria regular en solucion acuosa. En tercer lugar, la propension a
hélice a y lamina B de los propios polipéptidos disefiados se puede minimizar seleccionando motivos de secuencias de
aminoacidos para los que la propensién a hélice a sumada es menor que 7,5 y la propensiéon a lamina § sumada es
menor que 8. Propension “sumada” significa la suma de las propensiones de hélice a o lamina B de todos los
aminoacidos en un motivo. Los motivos de secuencias de aminoacidos que tienen una propension de hélice a sumada y
/ o propension de lamina  sumada algo mayor son adecuados para CACE, particularmente cuando estan unidos por
engarces tales como Gly o Pro. En ciertas aplicaciones, la propension de un polipéptido para formar una estructura
secundaria puede ser relativamente alta como una caracteristica de disefio especifico de fabricacion de pelicula fina.
Las propensiones de estructura secundaria para los 20 aminoacidos de origen natural se pueden calcular usando el
procedimiento de Chou y Fasman (véase P. Chou y G. Fasman Biochemistry 13:211 (1974)).

Otro asunto de disefio en el control de la estabilidad de las peliculas de CACE de polipéptido. Los enlaces i6nicos,
enlaces de hidrégeno, interacciones de van der Waals e interacciones hidréfobas contribuyen a la estabilidad de las
peliculas de capas multiples. Ademas, los enlaces disulfuro covalentes formados entre aminoacidos que contienen
sulfidrilos en los polipéptidos dentro de la misma capa o en capas adyacentes pueden incrementar la resistencia
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estructural. Los aminoacidos que contienen sulfidrilos incluyen cisteina y homocisteina. Ademas, un sulfidrilo se puede
afiadir a aminoacidos B tales como acido D,L-B-amino-B-cilohexilpropidnico; acido D,L-3- aminobutanoico; o acido 5-
(metiltio)-3-aminopentanoico. Los aminoacidos que contienen sulfidrilos se pueden usar para "bloquear" (enlace
conjunto) y "desbloquear" capas de una pelicula de polipéptido de multiples capas mediante un cambio en el potencial
de oxidacién. También, la incorporacion de un aminoacido que contiene sulfidrilo en un motivo de secuencia de un
polipéptido disefiado permite el uso de péptidos relativamente cortos en la fabricacion de peliculas finas, en virtud de la
formacion de enlaces disulfuro intramoleculares. Los motivos de secuencias de aminoacidos que contienen aminoacidos
que contienen sulfidrilo se pueden seleccionar entre una genoteca de motivos identificados usando los procedimientos
descritos mas adelante, o disefarse de nuevo.

Los polipéptidos que contienen sulfidrilo disefiados, si se sintetizan quimicamente o se producen en un organismo
huésped, se pueden ensamblar por CACE en la presencia de un agente reductor para prevenir la formacion de un
enlace disulfuro prematuro. Después del ensamblaje de las peliculas, se retira el agente reductor y se afiade un agente
oxidante. En presencia del agente oxidante, los enlaces disulfuro se forman entre los grupos sulfidrilos, "bloqueando”
por lo tanto conjuntamente los polipéptidos dentro de las capas y entre las capas donde estan presentes los grupos tiol.
Los agentes reductores adecuados incluyen ditiotreitol ("DTI"), 2-mercaptoetanol (2-ME), glutatiéon reducido, clorhidrato
de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), y combinaciones de mas de uno de estos compuestos quimicos. Los agentes
oxidantes adecuados incluyen glutation oxidado, terc-butilhidroperéxido (t-BHP), timerosal, diamida, 5,5'-ditio-bis-(acido
2-nitro-benzoico) (DTNB), 4,4'-ditiodipiridina, bromato de sodio, peréxido de hidrégeno, tetrationato de sodio, porfirindina,
ortoiodosobenzoato de sodio, las combinaciones de mas de uno de estos compuestos quimicos.

La biocompatibilidad es un asunto de disefio en aplicaciones bioquimicas. En tales aplicaciones, se usa la informacién
gendmica o protedbmica como una base para el disefio de polimero para producir, de manera ideal, polipéptidos
"inmunitarios inertes". El enfoque sera particularmente util si el objeto fabricado o recubierto estara en contacto con la
sangre circulante. Debido a que los motivos de secuencias de aminoacidos son altamente polares, tipicamente se
producen sobre la superficie de la forma plegada nativa de la proteina de la que se derivan. La "superficie" es esa parte
de una proteina plegada que esta en contacto con el disolvente o inaccesible para el disolvente unicamente debido a la
naturaleza granular del agua. Los motivos de secuencias de aminoacidos identificados en las proteinas de la sangre
siempre estan eficazmente en contacto con las células y moléculas del sistema inmunitario mientras la proteina esta en
la sangre. Por lo tanto, es menos probable que los polipéptidos derivados de la superficie de las proteinas de sangre
plegadas sean inmundgenos en comparacion con las secuencias seleccionadas al azar. Los polipéptidos disefiados en
general seran biocompatibles, pero el grado de respuesta inmunitaria o cualquier otro tipo de respuesta biolégica puede
bien depender de detalles especificos de un motivo de secuencia.

La bioactividad se puede incorporar en una pelicula, revestimiento o microcapsula por un nimero de procedimientos.
Por ejemplo, un polipéptido disefiado comprendido en la pelicula puede comprender un dominio funcional. De manera
alternativa, la bioactividad puede estar asociada a otra molécula bioactiva encapsulada o revestida por la pelicula fina
de polipéptido. El molde puede comprender una molécula bioactiva tal como un cristal de proteina.

Un dominio funcional en este contexto es una region independientemente termoestable de una proteina que tiene una
biofuncionalidad especifica (por ejemplo, fosfotirosina de unién). En una proteina de dominio multiple, pueden existir
dominios funcionales multiples, como por ejemplo en la proteina tensina, que abarca un dominio de unién a fosfotirosina
y un dominio de tirosina fosfatasa de proteina. La inclusién de un dominio funcional en un polipéptido disefiado
incorporado en una pelicula de multiples capas puede proporcionar la pelicula con una funcionalidad deseada,
incluyendo, por ejemplo, union de ligando especifico, direccion in vivo, biosensibilizacion, y biocatalisis.

La molécula bioactiva puede ser una proteina, un fragmento funcional de una proteina, un fragmento funcional de una
proteina que no es parte de un polipéptido disefiado, un complejo de proteinas, un oligopéptido, un oligonucleétido, un
acido nucleico, un ribosoma, un agente terapéutico activo, un fosfolipido, un polisacarido, un lipopolisacarido, un
fragmento de membrana funcional, una estructura de membrana, un virus, un patdégeno, una célula, un agregado de
células, un organulo, un lipido, un carbohidrato, un agente farmacéutico, o un agente antimicrobiano. La molécula
bioactiva puede estar en la forma de un cristal bien ordenado o amorfo. La proteina puede ser una enzima o un
anticuerpo. El sustrato puede comprender la molécula bioactiva. En una realizacion, el sustrato tiene una molécula
bioactiva dispuesta sobre su superficie antes del depésito de las capas de polipéptidos cargados de manera opuesta. En
otra realizacion, el sustrato es un cristal que comprende la molécula bioactiva.

En un ejemplo, los motivos de secuencias de aminoacidos se disefian de nuevo. En otros ejemplos, los motivos de
secuencias de aminoacidos se seleccionan entre la informacién genémica o protedmica de un organismo especifico, tal
como el genoma humano. Por ejemplo, la estructura primaria de complemento C3 (gil68766) o lactotransferrina
(gil4505043) se puede usar para investigar los motivos de secuencias de aminoacidos en una proteina de sangre
humana.

Un procedimiento de identificaciéon de un primer motivo de secuencia de aminoacidos en un polipéptido comprende
seleccionar un resto de aminoacido iniciador en el polipéptido; examinar una secuencia de aminoacidos que comprende
el resto de aminoacido iniciador y los siguientes n-1 restos de aminoacido en el polipéptido para determinar las
apariciones de cargas positivas y negativas, donde n es de 5 a 15; determinar los 5-15 restos de aminoacidos como un
motivo de secuencia de aminoacidos si la carga neta de las cadenas laterales de los 5-15 restos de aminoacidos a pH 7
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es mayor que o igual a 0,4 *n; o descartar la secuencia si la carga neta de las cadenas laterales de los 5-15 restos de
aminoacidos a pH 7 es menor que 0,4*n.

Un procedimiento de busqueda de datos de secuencia de proteinas para un motivo de secuencia de aminoacidos
cargado negativamente de longitud n que comprende solamente aminoacidos que son neutros o cargados
negativamente se describe como sigue. En primer lugar, un primer resto de aminoacido se selecciona en una secuencia
de proteinas. En segundo lugar, este resto de aminoacido y los siguientes n-1 restos de aminoacido se examinan para
determinar las apariciones de arginina (Arg), histidina (His), o lisina (Lys) (los tres aminoacidos de origen natural que
pueden estar cargados positivamente a pH neutro), donde n es de 5 a 15. En tercer lugar, si se encuentra uno o mas
restos Arg, His, o Lys en estos n restos de aminoacido, el procedimiento se comienza de nuevo en un segundo resto de
aminoacido. Sin embargo, si no se encuentra Arg, His, ni Lys en estos n restos, los n restos se examinan para
determinar el ndmero de apariciones de glutamato (Glu) y/o aspartato (Asp) (los dos aminoacidos cargados
negativamente a pH neutro). En cuarto lugar, si existen al menos 0,4*n apariciones de Glu y/o Asp en los n restos, la
secuencia se cataloga como un motivo de secuencias de aminoacidos cargados negativamente. Sin embargo, si se
encuentran menos de 0,4*n apariciones de aminoacidos cargados negativamente, la secuencia que comienza con el
primer resto de aminoacidos se descarta y el procedimiento se comienza de nuevo, por ejemplo, en un segundo resto
de aminoacido inmediatamente adyacente al primer resto de aminoacido. Después de catalogar un motivo, el
procedimiento puede comenzar de nuevo en un segundo resto de aminoacido.

El procedimiento para identificar un motivo de secuencia cargado positivamente es analogo a la busqueda de datos de
secuencias de proteinas para una secuencia de aminoacidos de n restos de longitud que comprende solamente
aminoacidos que son neutros o cargados positivamente, y para la que la magnitud de la carga neta de las cadenas
laterales de los restos de aminoacidos a pH neutro es mayor que o igual a 0,4*n.

También es analogo el procedimiento para identificar un motivo de secuencia de aminoacidos cargados negativamente
o un motivo de secuencia de aminoacidos cargados positivamente de longitud n, permitiendo tanto restos de
aminoacidos cargados positivamente como negativamente en el motivo. Por ejemplo, el procedimiento para identificar
un motivo de secuencia de aminoacidos cargados positivamente de longitud n seria seleccionar un primer resto de
aminoacido en un polipéptido. A continuacion, examinar este resto de aminoacido y los siguientes n-1 restos de
aminoacidos para determinar las apariciones de los que estan cargados positiva o negativamente a pH 7. Determinar la
carga neta de las cadenas laterales de los n restos de aminoacidos. Si el valor absoluto de la carga neta es menor que
0,4*n, entonces la secuencia se descarta y se comienza una nueva busqueda en otro aminoacido, mientras que si el
valor absoluto de la carga neta es mayor que o igual que 0,4*n, entonces la secuencia es un motivo de secuencia de
aminoacidos. El motivo sera positivo si la carga neta es mayor que cero y negativa si la carga neta es menor que cero.

El disefio de nuevo de motivos de secuencias de aminoacidos como se ha definido actualmente sigue esencialmente
reglas similares, excepto que las secuencias no se limitan a las encontradas en la naturaleza. Se eligen una longitud de
motivo n y una sefal deseada y magnitud de carga neta. Entonces, se seleccionan n aminoacidos para el motivo de
secuencia de aminoacidos que dan como resultado la sefial y magnitud de carga deseada, de manera que el valor
absoluto de la carga neta de los n aminoacidos es mayor que o igual a 0,4*n. Una ventaja potencial de disefio de nuevo
de un motivo de secuencia de aminoacidos es que el profesional pueda seleccionar entre todos los aminoacidos (los 20
de origen natural y todos los aminoacidos no naturales) para lograr la carga neta deseada, mejor que limitarse a los
aminoacidos encontrados en una secuencia de proteinas conocida particular. La combinacion mayor de aminoacidos
aumenta el intervalo potencial de caracteristicas fisicas, quimicas y/o biolégicas que se pueden seleccionar en el disefio
de la secuencia del motivo comparado con la identificacién de un motivo de secuencia de aminoacido en una secuencia
genomica.

Un polipéptido disefiado como se ha definido actualmente comprendera uno o mas motivos de secuencias de
aminoacidos. Se puede repetir el mismo motivo, o diferentes motivos se pueden unir en el disefio de un polipéptido para
CACE. En una realizacion, los motivos de secuencias de aminoacidos estan unidos de forma covalente sin intervencion
de la secuencia. En oftra realizacién, un polipéptido disefiado comprende dos o mas motivos de secuencias de
aminoacidos unidos de forma covalente por un engarce. El engarce puede estar basado en aminoacido, por ejemplo,
uno mas restos de aminoacido tales como glicina o prolina, o puede ser cualquier otro compuesto adecuado para unir
de forma covalente dos motivos de secuencias de aminoacidos. En una realizacion, un engarce comprende 1-4 restos
de aminoacido, por ejemplo, 1-4 restos de glicina y/o prolina. El engarce comprende una longitud o composicion
adecuada de manera que el polipéptido disefiado se mantiene a una carga neta por resto que es mayor que o igual a
0,4.

En un ejemplo, un polipéptido disefiado es mayor que o igual a 15 restos de aminoacido de longitud. En otros ejemplos,
un polipéptido disefiado es mayor que 18, 20, 25, 30, 32 6 35 aminoacidos de longitud. 1.000 restos es un enlace
superior practico sobre la longitud de polimero.

Una vez que se han seleccionado o disefiado de nuevo los motivos de la secuencia de aminoacidos; un polipéptido
disefiado con engarces a base de aminoacido se sintetiza usando procedimientos bien conocidos en la técnica, tal como
sintesis en fase sdlida y quimica F-moc, o expresion heterdloga en bacterias después de la clonacion y transformacion
génica. Los polipéptidos disefiados se pueden sintetizar por una compaiiia de sintesis de péptido, por ejemplo, SynPep
Corp. (Dublin, California), producirse en el laboratorio usando un sintetizador de péptidos, o producirse por
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procedimientos de ADN recombinante. Cualquier desarrollo de procedimientos novedosos de sintesis de péptido puede
potenciar la produccién de péptidos pero no cambiaria fundamentalmente el disefio de péptido como se describe en el
presente documento.

Un procedimiento de fabricacién de una pelicula de capas muiltiples de polipéptido disefiada comprende depositar una
pluralidad de capas de especies quimicas cargadas de manera opuesta sobre un sustrato, en el que al menos una capa
comprende un polipéptido disefiado. Los polielectrolitos depositados de manera exitosa tendran cargas netas opuestas.
La Figura 1 es un esquema que ilustra el depdsito de CACE. El deposito de un polipéptido disefiado (u otro
polielectrolito) puede comprender la exposicion del sustrato a una solucién acuosa que comprende un polipéptido
disefiado (u otro polielectrolito) a un pH al que tiene una carga neta adecuada para CACE. El depdsito de un polipéptido
disefiado u otro polielectrolito sobre el sustrato también se puede lograr mediante pulverizacién secuencial de
soluciones de polipéptidos cargados de manera opuesta. El depdsito sobre el sustrato puede ser por pulverizacion
simultanea de soluciones de polielectrolitos cargados de manera opuesta.

En el procedimiento de CACE de formacion de una pelicula de capas muiltiples, las cargas opuestas de las capas
adyacentes proporcionan la fuerza de impulso para el ensamblaje. No es critico que los polielectrolitos en las capas
opuestas tienen la misma densidad de carga lineal neta, solamente que las capas opuestas tienen cargas opuestas. Un
procedimiento de ensamblaje de pelicula estandar por depdsito incluye formar soluciones acuosas de los poliiones a un
pH al que se ionizan (es decir, pH 4 - 10), proporcionar un sustrato que lleva una carga superficial, y alternar la
inmersion del sustrato en las soluciones de polielectrolito cargadas. El sustrato opcionalmente se lava entre el depdsito
capa de alternacion.

La concentracion de poliion adecuado para el depésito del poliion se puede determinar faciimente por un experto en la
técnica. Una concentracion ejemplar es de 0,1 a 10 mg/ml. Tipicamente, el espesor de la capa producida es
sustancialmente independiente de la concentracion de la solucidon del poliion durante el depésito en el intervalo
establecido. Para los polielectrolitos no polipeptidicos tipicos tales como poli(acido acrilico) y poli(clorhidrato de
alilamina); los espesores de la capa tipicos son de aproximadamente 3 a aproximadamente 5 A, dependiendo de la
fuerza iénica de la solucion. Los polielectrolitos cortos tipicamente forman capas mas finas que los polielectrolitos largos.
Con respecto al espesor de la pelicula, el espesor de la pelicula de polielectrolito depende de la humedad asi como del
numero de capas y composicion de la pelicula. Por ejemplo, peliculas de PLL/PLGA de 50 nm de espesor se encogen
hasta 1,6 nm después de secar con nitrégeno. En general, se pueden formar peliculas de 1 nm a 100 nm o mas de
espesor dependiendo del estado de hidratacion de la pelicula y del peso molecular de los polielectrolitos empleados en
el ensamblaje.

Ademas, el numero de capas requerido para formar una pelicula de capas multiples de polielectrolito estable dependera
de los polielectrolitos en la pelicula. Para las peliculas que comprenden solamente capas de polipéptido de bajo peso
molecular, una pelicula tipicamente tendra 4 o mas bicapas de polipéptidos cargados de manera opuesta. Para las
peliculas que comprenden polielectrolitos de alto peso molecular tales como poli(acido acrilico) y poli(clorhidrato de
alilamina), pueden ser estables peliculas que comprenden una Unica bicapa de polielectrolito cargado de manera
opuesta.

Se contempla que una respuesta inmunitaria se puede provocar mediante la presentacion de cualquier proteina o
péptido que pueda provocar tal respuesta. En una realizacion, el antigeno es un epitopo clave que da lugar a una fuerte
respuesta inmunitaria a un agente particular de enfermedad infecciosa, es decir, un epitopo inmunodominante. Si se
desea, se puede incluir mas de un antigeno o epitopo en la composicion inmundgena con el fin de aumentar la
probabilidad de una respuesta inmunitaria.

En una realizacion la solubilidad del primer polipéptido antigénico de las capas a pH de 4 a 10 es mayor que o igual a
aproximadamente 1 mg/ml. La solubilidad es una limitacion practica para facilitar el deposito de los polipéptidos de la
solucion acuosa. Un limite superior practico en el grado de polimerizacion de un polipéptido antigénico es
aproximadamente 1.000 restos. Sin embargo, es concebible que se puedan producir polipéptidos compuestos mas
largos por un procedimiento de sintesis apropiado.

En una realizacion, el polipéptido antigénico comprende un Unico determinante antigénico (3) flanqueado por dos
regiones de adsorcion de superficie, una region de adsorcion superficial N-terminal (1) y una regién de adsorcién
superficial C-terminal (2). (Figura 2)

Cada una de las regiones independientes (por ejemplo, regiones determinantes antigénicas (1) y regiones de adsorcion
superficial (2,3)) del polipéptido antigénico se puede sintetizar de manera separada mediante sintesis en fase en
solucion, sintesis en fase sdlida, o ingenieria genética de un organismo huésped adecuado. (Figura 3) La sintesis en
fase en solucion es el procedimiento usado para la produccién de la mayoria de los agentes farmacéuticos peptidicos
aprobados en el mercado hoy. El procedimiento en fase en solucion se puede usar para sintetizar péptidos
relativamente largos e incluso proteinas pequefas. Los péptidos mas largos que se han producido por el procedimiento
en fase en solucién son calcitoninas (32 meros). Mas cominmente, el procedimiento se usa para producir péptidos de
longitud pequeia o media en cantidades de hasta cientos de kilogramos. Es posible producir cantidades tan grandes de
los péptidos deseados en una instalacion que siga las buenas practicas de fabricacion.
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De manera alternativa, las diversas regiones independientes se pueden sintetizar conjuntamente como una Unica
cadena de polipéptidos mediante sintesis en fase en solucion, sintesis en fase sdlida, o ingenieria genética en un
organismo huésped adecuado. La eleccién del enfoque en cualquier caso particular sera una cuestion de conveniencia
0 econdmica.

Si las diversas regiones determinantes antigénicas y regiones de adsorcion superficial se sintetizan de manera separada
(Figura 3), una vez purificadas, por ejemplo, por cromatografia de intercambio idnico seguido de cromatografia liquida
de alto rendimiento, se unen mediante sintesis de enlace peptidico (Figura 4). Esto es, la regiéon de adsorcion superficial
N-terminal (1), la region determinante antigénica (3) y la region determinante antigénica C-terminal (2) se unen de forma
covalente para producir el polipéptido antigénico (4). El enfoque es similar a la llamada sintesis hibrida, en la que se
sintetizan segmentos de péptido con cadenas laterales completamente protegidas por la técnica en fase sdlida y
después se unen por enlaces peptidicos en un procedimiento en fase en solucién o en fase soélida. Este enfoque hibrido
se ha aplicado a la sintesis de T20, un péptido de 36 restos de aminoacido, pero no ha sido ampliamente explotada.

La Figura 5 ilustra una realizacion de un polipéptido antigénico que comprende dos regiones de adsorcion superficial
(120 y 130) y una region determinante antigénica (110). 120 es la regiéon de adsorcion superficial N-terminal. 130 es la
region de adsorcion C-terminal. Cada regién de adsorcién superficial comprende uno o mas motivos de secuencias de
aminoacidos. Un polipéptido antigénico es una combinacion Unica de regién/regiones de adsorcion superficial y
region/regiones determinante(s) antigénica(s) en una uUnica cadena de polipéptidos. Las secuencias peptidicas de
engarce (140) se pueden usar para generar un polipéptido compuesto que comprende regiones determinantes
antigénicas en una unica cadena de polipéptidos. En una realizacion, la regién determinante antigénica (110) es una
pequefa region funcional que comprende de aproximadamente 50 a aproximadamente 130 restos de aminoacido, y que
tiene un diametro de aproximadamente 2 nm. En una realizacién alternativa, la region determinante antigénica (110) es
una gran region funcional que comprende aproximadamente 250 restos de aminoacido, y que tiene un diametro de
aproximadamente 4 nm. La longitud del resto de 16 aminoacidos en conformacion extendida es de aproximadamente
5,5 nm.

En una realizacion, un polipéptido antigénico comprende una region determinante antigénica y una region de adsorcion
superficial, en la que la region de adsorcion superficial comprende dos motivos de secuencias de aminoacidos. En otra
realizacion, un polipéptido antigénico comprende una regién determinante antigénica y dos regiones de adsorcion
superficial, una unida al extremo N de la regién determinante antigénica y una unida al extremo C de la region
determinante antigénica, en la que cada region de adsorcion superficial comprende uno o mas motivos de secuencia de
aminoacidos y las dos regiones de adsorcion superficial son iguales o diferentes y tienen la misma polaridad. (Figura 2)
El propdsito de la(s) region/regiones de adsorcion superficial es permitir la adsorcion del polipéptido sobre una superficie
cargada de manera opuesta con el fin de construir una pelicula de capas multiples.

El numero de regiones de adsorcién superficial en un polipéptido antigénico con relacion al numero y/o longitud de las
regiones determinantes antigénicas esta relacionado con el requisito de solubilidad. Por ejemplo, si la region
determinante antigénica es una secuencia de aminoacidos corta de, por ejemplo, tres restos de aminoacido, solamente
un motivo de secuencia de aminoacidos de al menos 12 restos de aminoacido se requerira para adsorber el polipéptido
antigénico sobre una superficie cargada adecuadamente. Si por el contrario, la region determinante antigénica es un
dominio estructural plegado soluble de una proteina que comprende, por ejemplo, 120 restos de aminoacido, dos
motivos de secuencias de aminoacidos tipicamente seran suficientes para impartir suficiente carga para que el
polipéptido antigénico sea soluble en agua y adecuado para adsorcion. Los motivos pueden ser contiguos y localizados
en el extremo N del dominio, contiguos y localizados en el extremo C del dominio, o no contiguos con uno en el extremo
Ny uno en el extremo C.

La longitud combinada de las regiones de adsorcion superficial se relaciona mas con la disipacion debida a la energia
térmica, que se debe superar por la adsorcion de péptido antigénico para se produzca de manera espontanea, que con
el nimero de restos de aminoacido en la regién determinante antigénica del polipéptido antigénico. Por lo tanto,
incrementando el grado de polimerizacion de la region determinante antigénica por un factor de dos no se requieren
necesariamente regiones de adsorcion superficial el doble de largas para una unién eficaz de las regiones de adsorcion
superficial del polipéptido antigénico. La base fisica de la adsorcion de un polipéptido antigénico a una superficie es la
atraccion electroestatica (y liberacion de contraiones a la solucidon en volumen a granel), la masa precisa del dominio es
de importancia secundaria en la escala de longitud de nanémetros, y la "fuerza" principal que contrarresta la adsorcion
del polipéptido antigénico es la energia térmica. En vista de esto, un experto en la técnica puede disefiar facilmente
regiones de adsorcion superficial que sean adecuadas para la adsorcion fisica a una superficie de la region
determinante antigénica particular de interés.

Una region determinante antigénica comprende de 3 a aproximadamente 250 restos de aminoacido. El término region
determinante antigénica incluye tanto motivos antigénicos como dominios antigénicos. Los motivos antigénicos son
relativamente cortos y por lo tanto en general no tienen un pliegue tridimensional compacto; no obstante, pueden
mostrar antigenicidad especifica. Aunque los motivos antigénicos en general no tienen un pliegue tridimensional
compacto pueden comprender elementos de estructura secundaria tales como hélices a y laminas 3. Cuando la region
determinante antigénica es un motivo antigénico, tipicamente comprendera de 3 a aproximadamente 50 restos de
aminoacido. Cuando la region determinante antigénica es un dominio antigénico, tipicamente comprendera de
aproximadamente 50 a aproximadamente 250 restos de aminoacido.
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Un dominio antigénico se define en el presente documento como al menos una parte de un polipéptido que, cuando esta
plegado, crea su propio nucleo hidréfobo. Una proteina nativa, por ejemplo, puede contener una pluralidad de dominios
estructurales, cada uno de los cuales actia como una unidad independiente de estructura y funcién. La funcién biolégica
de un dominio puede ser completa e independiente de la funcion del otro, como en el caso de un dominio catalitico y un
dominio de unién en la misma cadena de polipéptidos, en la que los dos dominios no interaccionan entre si en modo
alguno. Las interacciones estructurales entre los dominios en una proteina nativa no solamente son posibles, sino que
son relativamente comunes; en tales casos la interaccion entre un dominio estructural y otro dominio estructural se
pueden ver como un tipo de estructura cuaternaria.

Como se usa en el presente documento, un dominio antigénico tipicamente tiene un minimo de aproximadamente 50
restos de aminoacido y un maximo de aproximadamente 250 restos de aminoacido. En principio, cualquier dominio
antigénico de una proteina se puede emplear en un péptido antigénico como se indica en el presente documento
mientras que el polipéptido antigénico tenga la solubilidad acuosa apropiada para el depésito de CACE. En una
realizacion, el dominio antigénico tiene una solubilidad en agua a pH de 4 a 10 mayor que 50 pug/ml. En otra realizacion,
el dominio antigénico tiene una solubilidad en agua a pH de 4 a 10 mayor que o igual a 1 mg/ml. En otra realizacion, el
primer polipéptido de capas antigénico comprende al menos dos motivos de secuencias de aminoacidos cuando la
region determinante antigénica comprende un dominio antigénico.

El polipéptido antigénico, cuando comprende un motivo antigénico en lugar de un dominio funcional, tipicamente tendra
una magnitud de la carga neta por resto mayor que o igual a 0,4. Sin embargo si el motivo antigénico tiene una carga
neta por resto de menos de 0,4, la una o mas regiones de adsorcion superficial tipicamente tendran una magnitud de la
carga neta por resto mayor que 0,4 para compensar y proporcionar al polipéptido antigénico las propiedades de carga
apropiadas para la solubilidad y adsorcion fisica.

Un polipéptido o antigeno puede contener uno o mas determinantes antigénicos. Un determinante antigénico puede
referirse a una parte inmunoégena de un polipéptido de multiples cadenas.

El polipéptido antigénico como se describe en el presente documento comprende una region determinante antigénica de
un antigeno seleccionado de antigenos viricos, antigenos bacterianos, antigenos fungicos, antigenos de parasito y las
combinaciones que comprenden una o mas de las regiones determinantes antigénicas anteriores.

En una realizacion, la regién determinante antigénica comprende un antigeno virico. Los antigenos viricos adecuados
incluyen, pero no se limitan a, antigenos retroviricos tales como antigenos de VIH-1 incluyendo los productos génicos de
los genes gag, pol, y env, la proteina Nef, transcriptasa inversa, y otros componentes de VIH; antigenos viricos de
hepatitis tales como las proteinas S, M y L proteinas del virus de hepatitis B, el antigeno pre-S del virus de hepatitis B, y
otras hepatitis, por ejemplo, hepatitis A, B, y C, componentes viricos; antigenos viricos de la gripe tales como
hemaglutinina y neuraminidasa y otros componentes viricos de la gripe; antigenos viricos de sarampion tales como la
proteina de fusion de virus de sarampion y otros componentes del virus de sarampion; antigenos viricos de rubéola tales
como las proteinas E 1 y E2 componentes del virus de rubéola; antigenos rotaviricos tales como VP7sc y otros
componentes rotaviricos; antigenos citomegaloviricos tales como glucoproteina B de envuelta y otros componentes
antigénicos citomegaloviricos ; antigenos viricos sincitiales respiratorios tal como la proteina M2 y otros componentes
antigénicos viricos sincitiales respiratorios; antigenos viricos de herpes simple tales como proteinas tempranas
inmediatas, glucoproteina D, y otros componentes de antigenos viricos de herpes simple; antigenos viricos de varicela
zoster tales como gpl, gpll, y otros componentes de antigenos viricos de varicela zéster; antigenos viricos de encefalitis
japonesa tales como proteinas E, M-E, M-E-NS 1, NS 1, NS 1-NS2A, 80%E, y otros componentes de antigenos viricos
de encefalitis japonesa; antigenos viricos de rabia tal como glucoproteina de rabia, nucleoproteina de rabia y otros
componentes de antigenos viricos de rabia; y las combinaciones que comprenden una o mas de las regiones
determinantes antigénicas anteriores.

En otra realizacion, la region determinante antigénica comprende un antigeno bacteriano. Los antigenos bacterianos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, antigenos bacterianos de tos ferina tales como toxina de tos ferina,
hemaglutinina filamentosa, pertactina, FIM2, FIM3, adenilato ciclasa y otros componentes de antigenos bacterianos de
tos ferina; antigenos bacterianos de difteria tales como toxina o toxoide de difteria y otros componentes de antigenos
bacterianos de difteria; antigenos bacterianos de tétanos tales como toxina o toxoide de tétanos y otros componentes de
antigenos bacterianos de tétanos; antigenos bacterianos de estreptococos tales como proteinas M y componentes de
antigenos bacterianos de estreptococos; antigenos bacterianos de bacilos gram positivos; antigenos bacterianos de
Mycobacterium tuberculosis tales como la proteina 65 de choque térmico (HSP65), la proteina secretada principal de 30
kDa, antigeno 85A y otros componentes de antigenos micobacterianos; componentes de antigenos bacterianos de
Helicobacter pylori; antigenos bacterianos de neumococos tales como neumolisina, y otros componentes antigenos
bacterianos de neumococos; antigenos bacterianos de gripe hemdfila; antigenos bacterianos de antrax tales como
antigeno protector de antrax y otros componentes de antigenos bacterianos de antrax; antigenos bacterianos de
rickettsiae tales como romps y otros componentes de antigenos bacterianos de rickettsias; y las combinaciones que
comprenden una o mas de las regiones determinantes antigénicas anteriores.

En oftra realizacion, la region determinante antigénica comprende un antigeno fungico. Los antigenos fungicos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, componentes de antigenos fungicos de candida; antigenos fungicos de
histoplasma tales como la proteina 60 de choque térmico (HSP60) y otros componentes de antigenos fungicos de
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histoplasma; antigenos flngicos de criptococo tales como polisacaridos capsulares y otros componentes de antigenos
fungicos de criptococo; antigenos fungicos de Coccidioides tales como antigenos de esférula y otros componentes de
antigenos fungicos de Coccidioides , y antigenos fungicos de tifia tales como tricofitina y otros componentes de
antigenos fungicos de Coccidioides; y combinaciones que comprenden una o mas de las regiones determinantes
antigénicas anteriores.

En otra realizacion, la region determinante antigénica comprende un antigeno de parasito. Los antigenos de protozoos y
de otros parasitos adecuados incluyen, pero no se limitan a, antigenos de Plasmodium falciparum tales como antigenos
de superficie de merozoito, antigenos de superficie de esporozoito, antigenos de circumsporozoito, antigenos de
superficie de gametocito/gameto, antigeno pf 1 55/RESA de etapa sanguinea y otros componentes de antigenos
plasmodiales; antigenos de toxoplasma tales como SAG-1, p30 y otros componentes de antigenos de toxoplasma;
antigenos de esquistosomas tales como glutation-S-transferasa, paramiosina, y otros componentes de antigenos de
esquistosomas; antigenos de Leishmania major y de otras leishmaniasis tales como gp63, lipofosfoglicano y su proteina
asociada y otros componentes de antigenos de leishmaniasis; y antigenos de Trypanosoma cruzi tales como el antigeno
de 75 - 77 kDa, el antigeno de 56 kDa y otros componentes de antigeno de tripanosomas; y las combinaciones que
comprenden uno o mas de los antigenos de los parasitos anteriores.

El conocimiento de determinantes o epitopos para antigenos del patégeno de la enfermedad objetivo puede ser un
punto de partida util para el desarrollo de vacunas de péptidos sintéticos. Cuanto mas que se conoce sobre un patdgeno,
sus mecanismos de accién, y como responde sistema inmunitario a la infeccion, mayores son las probabilidades de
preparar una vacuna exitosa. La determinacion completa de la estructura del genoma de un patégeno es un
procedimiento rapido y rutinario que puede ayudar en la determinacion de los sitios del determinante antigénico para
conocer patégenos.

Los procedimientos y las técnicas para determinar la localizacién y composicion de un determinante antigénico o
epitopo para un anticuerpo especifico se conocen bien en la técnica. Estas técnicas se pueden usar para identificar y/o
caracterizar epitopos para uso como regiones determinantes antigénicas. Los procedimientos de mapeo/caracterizacion
de un epitopo para un anticuerpo especifico de antigeno se pueden determinar por "impresion de huellas" de epitopo
usando modificacién quimica de las aminas/carboxilos en la proteina antigénica. Un ejemplo de tal técnica de impresién
de huellas es el uso de HXMS (intercambio hidrégeno-deuterio detectado por espectrometria de masas) en el que se
produce un intercambio hidrégeno/deuterio de protones de amida de proteina de receptor y de ligando, una union, y de
nuevo un intercambio, en el que los grupos amida de la estructura central que participan en la union de proteina estan
protegidos del intercambio de nuevo y por lo tanto permaneceran deuterados. Se pueden identificar regiones relevantes
en este punto mediante protedlisis péptica, separacion por cromatografia liquida de alto rendimiento de Microbore rapida,
y/o espectrometria de masas de ionizacién por electropulverizacion.

Otra técnica de identificacion de epitopos adecuada es mapear el epitopo por Resonancia Magnética Nuclear (RMN), en
la que se comparan, tipicamente, la posicion de las sefiales en los espectros de RMN bidimensionales del antigeno libre
y del antigeno complejado con el péptido de unién a antigeno, tal como un anticuerpo,. El antigeno tipicamente se
marca selectivamente con isétopos con I5SN de manera que se observan solamente las sefiales que corresponden al
antigeno y ninguna sefial del péptido de unién a antigeno en el espectro de RMN. Las sefiales de antigeno que se
originan de los aminoacidos implicados en la interaccién con el péptido de unién a antigeno tipicamente desplazaran la
posicion en los espectros del complejo comparados con los espectros del antigeno libre, y los aminoacidos implicados
en la unién se pueden identificar de esa manera.

En otro ejemplo, el mapeo/caracterizacion de epitopos se puede realizar mediante exploracion de péptido. En este
enfoque, una serie de péptidos de superposicion que atraviesan la longitud completa de la cadena de polipéptidos de un
antigeno se preparan y se ensayan de manera individual con respecto a la inmunogenicidad. El titulo de anticuerpo del
antigeno de péptido correspondiente se determina por un procedimiento estandar, por ejemplo, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima. Los diversos péptidos se pueden clasificar a continuacion con respecto a la
inmunogenicidad, proporcionando una base empirica para la seleccion de disefio de péptido para el desarrolla de
vacuna.

En otro ejemplo, las técnicas de digestion por proteasa también pueden ser utiles en el contexto de mapeo e
identificacion de epitopos. Las regiones/secuencias relevantes determinantes antigénicas se pueden determinar por
digestion por proteasa, por ejemplo, por el uso de tripsina en una relacion de aproximadamente 1:50 con respecto a la
digestion de proteina antigénica durante toda una noche (0/N) a 37°C y pH 7-8, seguido de analisis de espectrometria
de masas (EM) para la identificacion de péptidos. Los péptidos protegidos de la escision por tripsina por la proteina
antigénica se pueden identificar posteriormente por comparacion de muestras sometidas a digestion por tripsina y
muestras incubadas con CD38BP y después someter a digestion mediante, por ejemplo, tripsina (revelando por tanto
una impresion de huella para el enlace). Otras enzimas como la quimotripsina, pepsina, etc. se pueden usar también o
de manera alternativa en un procedimiento de caracterizacion de epitopo similar. Ademas, la digestion por proteasa
puede proporcionar un procedimiento rapido para la determinacion de la localizacién de una secuencia determinante
antigénica potencial dentro de una proteina antigénica conocida usando un anticuerpo conocido.

En una realizacion, la composicion inmundgena comprende una pluralidad de regiones determinantes antigénicas, o
bien sobre el mismo o diferentes polipéptidos antigénicos. La pluralidad de determinantes antigénicos puede ser del
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mismo o diferentes agentes infecciosos. En una realizacién, la composicion inmundgena comprende una pluralidad de
polipéptidos antigénicos unicos. En otra realizacién, la composicién inmundégena comprende una pluralidad de péptidos
inmunogenos que comprenden multiples regiones determinantes antigénicas dentro de cada polipéptido. En otra
realizacion, el polipéptido es un péptido conjugado que comprende una mezcla de péptidos antigénicos conjugados a un
resto lipidico, o conjugados a un resto de proteina vehiculo. Una ventaja de estas composiciones inmundgenas es que
multiples determinantes antigénicos o multiples conformaciones de un Unico determinante antigénico lineal pueden estar
presentes en una Unica particula de vacuna sintética. Tales composiciones con multiples determinantes antigénicos
pueden proporcionar potencialmente anticuerpos contra multiples epitopos, incrementando las probabilidades de que al
menos alguno de los anticuerpos generados por el sistema inmunitario del organismo neutralizara el patégeno o
antigenos especificos diana en células cancerosas, por ejemplo.

En una realizacion, la composicion inmundgena comprende una pluralidad de polipéptidos antigénicos, en la que cada
uno de los polipéptidos antigénicos es un inmundégeno del mismo patégeno. Opcionalmente, la composicion
inmunogena incluye una pluralidad de polipéptidos antigénicos dirigida a diferentes epitopos del mismo patdgeno. Los
diferentes epitopos se encuentran opcionalmente en regiones en cercana proximidad de la superficie del patdgeno. De
este modo, en una realizacién, el primer polielectrolito de capas comprende dos o mas determinantes antigénicos. En
otra realizacion, la pelicula de capas multiples comprende un segundo polipéptido antigénico que comprende una o mas
segundas regiones de adsorcion superficial unidas a una o mas segundas regiones determinantes antigénicas, en las
que el segundo polipéptido antigénico y la una o mas segundas regiones de adsorcion superficial tienen la misma
polaridad, en la que la una o mas segundas regiones de adsorcion superficial comprenden uno o mas segundos motivos
de secuencias de aminoacidos, el uno o mas segundos motivos de secuencia de aminoacidos que consisten en de 5 a
15 aminoacidos y que tienen una magnitud de carga neta por resto mayor que o igual a 0,4, y en la que la una o mas
segundas regiones determinantes antigénicas comprenden de 3 a aproximadamente 250 restos de aminoacido, en la
que el segundo polipéptido antigénico no es un homopolimero, es de al menos 15 aminoacidos de longitud, y tiene una
solubilidad acuosa a pH de 4 a 10 mayor que 50 pg/ml.

La inmunogenicidad de una composicion inmunégena se puede potenciar de varias formas. En una realizacion, la
pelicula de capas multiples comprende opcionalmente una o mas moléculas bioactivas inmundgenas adicionales.
Aunque no necesariamente, la una o mas moléculas bioactivas inmundgenas adicionales tipicamente comprenderan
uno o mas determinantes antigénicos adicionales. Las moléculas bioactivas inmundgenas adicionales adecuadas
incluyen, por ejemplo, un farmaco, una proteina, un oligonucleétido, un acido nucleico, un lipido, un fosfolipido, un
carbohidrato, un polisacarido, un lipopolisacarido, o una combinacién que comprende una o mas de las moléculas
bioactivas anteriores. Otros tipos de potenciadores inmunitarios adicionales incluyen un fragmento de membrana
funcional, una estructura de membrana, un virus, un patégeno, una célula, un agregado de células, un organulo, o una
combinacion que comprende una o mas de las estructuras bioactivas anteriores.

En una realizacion, la pelicula de capas multiples comprende opcionalmente una o mas moléculas bioactivas
adicionales. La una o mas moléculas bioactivas adicionales pueden ser un farmaco. De manera alternativa, la
composicion inmunoégena esta en forma de una carcasa hueca o un revestimiento que rodea un nucleo. El nucleo
comprende una diversidad de encapsuladores diferentes, por ejemplo, una o mas moléculas bioactivas adicionales,
incluyendo, por ejemplo, un farmaco. De este modo, las composiciones inmundgenas disefiadas como se describe en el
presente documento también se pueden usar para tratamiento combinado, por ejemplo, provocando una respuesta
inmunitaria y para la administracion de farmacos dirigida. Los "nucleos" del tamafio de micrémetros de un material
terapéutico adecuado en forma "cristalina" se pueden encapsular por una composiciéon inmundgena que comprende los
polipéptidos antigénicos, y las microcapsulas resultantes se pueden usar para la administracion de farmacos. El nicleo
puede ser insoluble bajo algunas condiciones, por ejemplo alto pH o baja temperatura, y soluble en las condiciones en
las que se produce liberacion controlada. La carga superficial sobre los cristales se puede determinar por medidas de
potencial ¢ (usado para determinar la carga en unidades electroestaticas sobre particulas coloidales en un medio
liquido). La velocidad a la que el contenido de la microcapsula se libera desde el interior de la microcapsula al ambiente
circundante dependera de varios factores, incluyendo el espesor de la carcasa de encapsulacion, los polipéptidos
antigénicos usados en la carcasa, la presencia de enlaces disulfuro, el grado de reticulacion de los péptidos,
temperatura, fuerza ionica, y el procedimiento usado para ensamblar los péptidos. En general, cuanto mayor es el
espesor de la capsula, mas largo es el tiempo de liberacion.

En oftra realizacion, la biomolécula inmundgena adicional es una secuencia de acido nucleico que puede dirigir la
sintesis en un organismo huésped de un inmunégeno deseado o que interfiere con la expresion de informacion genética
de un patoégeno. En el caso anterior, tal secuencia de acido nucleico, por ejemplo, se inserta en un vector de expresion
adecuado mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. Los vectores de expresion adecuados
para producir una transferencia de genes con alta eficiencia in vivo incluyen vectores retroviricos, adenoviricos y viricos
de vaccinia. Los elementos operacionales de tales vectores de expresion incluyen al menos un promotor, al menos un
operador, al menos una secuencia lider, al menos un codon terminador, y cualesquiera otras secuencias de ADN
necesarias o preferidas para la transcripcion apropiada y posterior traduccion del acido nucleico del vector. En particular,
se contempla que tales vectores contendran al menos un origen de replicaciéon reconocido por el organismo huésped
junto con al menos un marcador seleccionable y al menos una secuencia promotora que pueda iniciar la transcripcion
de la secuencia de acido nucleico. En el Ultimo caso, se prepararan multiples copias de tal secuencia de acido nucleico
para su administracion, por ejemplo, mediante encapsulacion de los acido nucleicos dentro de una pelicula de capas
multiples de polipéptido en forma de una capsula para su administracién intravenosa.
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En la construccion de un vector de expresion recombinante, se debe indicar adicionalmente que se pueden insertar
multiples copias de la secuencia de acido nucleico de interés (E1 o bien nucleo) y sus elementos operacionales
asistentes en cada vector. En tal realizacién, el organismo huésped produciria mayores cantidades por vector de la
proteina E1 o de nlcleo deseada. El numero de copias multiples de la secuencia de acido nucleico que se puede
insertar en el vector esta limitado solamente por la capacidad del vector resultante debido a su tamafo, a ser transferida
y replicarse y transcribirse en el microorganismo huésped apropiado.

En una realizacién adicional, La composicién inmundégena comprende una mezcla de péptidos antigénicos/moléculas
bioactivas inmunégenas. Estos se pueden derivar del mismo antigeno, pueden ser antigenos diferentes del mismo
agente o enfermedad infecciosa, o pueden ser de diferentes agentes o enfermedades infecciosas. Por lo tanto el
complejo o mezcla inducira una respuesta inmunitaria contra varios antigenos y posiblemente varios agentes o
enfermedades infecciosas como se especifica por los componentes de péptido/proteina antigénicos del sistema de
administracion.

En una realizacion, la composicion inmundgena provoca una respuesta del sistema inmunitario a un patégeno. En una
realizacion, una composicion de vacuna comprende la composicion inmundgena en combinacidon con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. De este modo un procedimiento de vacunacion contra una enfermedad patogénica
comprende la administracion a un sujeto en necesidad de vacunacion de una cantidad eficaz de la composicion
inmunogena.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, macromoléculas grandes, metabolizadas
lentamente tales como proteinas, polisacaridos, poli(acidos lacticos), poli(acidos glicélicos), aminoacidos poliméricos,
copolimeros de aminoacidos, particulas de virus inactivos, y similares. También se pueden usar sales
farmacéuticamente aceptables en la composicion, por ejemplo, sales minerales tales como clorhidratos, bromhidratos,
fosfatos, o sulfatos, asi como las sales de acidos organicos tales como acetatos, proprionatos, malonatos, o benzoatos.
La composicion también puede contener liquidos, tales como agua, solucién salina, glicerol, y etanol, asi como
sustancias tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes o agentes de tamponacion de pH. Los liposomas
también se pueden usar como vehiculos.

Un procedimiento de generacion de una respuesta inmunitaria contra una enfermedad o patdégeno en un vertebrado (por
ejemplo, vacunacion) comprende la administracion de la composicion inmundégena. En una realizacion, el polipéptido
antigénico esta en la capa mas exterior o expuesta al disolvente de la pelicula de capas multiples. La composicion
inmunogena se puede administrar por via ora, intranasal, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal,
sublingual, o transdérmica, o bien con o sin una dosis de recuerdo. En general, las composiciones se administran de
una manera compatible con la formulacion de dosificacion, y en tal cantidad que sea profilactica y / o terapéuticamente
eficaz. Las cantidades precisas de la composicion inmundgena a administrar dependen del juicio del profesional y
pueden ser peculiares para cada sujeto. Sera evidente para los expertos en la técnica que la cantidad terapéuticamente
eficaz de una composicion inmundgena dependera, entre otros, del programa de administracion, la dosis unitaria de
antigeno administrado, si las composiciones se administran en combinacién con otros agentes terapéuticos, y el estado
inmunitario y de salud del receptor. Una dosificacion terapéuticamente eficaz se puede determinar por el trabajador
médico experto en la técnica basandose en las caracteristicas del paciente (edad, peso, sexo, condicion,
complicaciones, otras enfermedades, etc.), como se conoce bien en la técnica. Ademas, a medida que se llevan a cabo
estudios de rutina adicionales, emergera mas informaciéon especifica con relacién a los niveles de dosificacion
apropiados para el tratamiento de diversas afecciones en diversos pacientes, y el trabajador experto en la técnica,
considerando el contexto terapéutico, edad y salud general del receptor, es capaz de determinar la dosificacion
apropiada.

La composicion inmunégena comprende opcionalmente un adyuvante. Los adyuvantes, en general, comprenden
sustancias que disparan la respuesta inmunitaria del huésped de una manera no especifica. La selecciéon de un
adyuvante depende del sujeto que se va a vacunar. Preferentemente, se usa un adyuvante farmacéuticamente
aceptable. Por ejemplo, una vacuna para un ser humano debe evitar adyuvantes en emulsién oleosa o de hidrocarburos,
incluyendo adyuvante de Freund completo e incompleto. Un ejemplo de un adyuvante adecuado para su uso son seres
humanos es el alumbre (gel de alimina). Sin embargo, una vacuna para un animal puede contener adyuvantes no
apropiados para su uso con seres humanos.

La invencion se ilustra ademas con los siguientes ejemplos no limitantes.
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Composicion de vacuna para HIV-1 con un Unico determinante antigénico

El polipéptido antigénico comprende una Unica region determinante antigénica, en la que la region
determinante antigénica es una secuencia de polipéptidos de un patdgeno y la region de adsorcion superficial se
localiza en el extremo N de la region determinante antigénica. En un ejemplo, la region determinante antigénica es un
determinante antigénico en un patégeno conocido, por ejemplo, VIH-1, por ejemplo, péptido ARP7022, o
DQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNC (SEQ ID NO: 1). Un polipéptido antigénico adecuado comprende:

KKKAKKKGKKKAKKKGDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNC (SEQ ID NO: 2)
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La regién de adsorcion superficial del péptido antigénico comprende KKKAKKKGKKKAKKKG (SEQ ID NO: 3). La
secuencia de ARP7022 de 24 restos (SEQ ID NO. 1) representa una region inmunodominante conservada de la
glucoproteina 41 de VIH-1 (restos 593-616) y se reconoce por la mayoria de los sero positivos de VIH europeos y
africanos (Lange et al. (1993) AIDS 7, 461). El péptido de longitud completa correspondiente a la SEQ ID NO. 2 se
sintetiza por uno de los cualesquiera medios conocidos en la técnica. Se preparan virus artificiales con este péptido de
numerosas formas, por ejemplo, depositando por LBL composiciones inmundgenas que comprenden 5 bicapas de
poli(L-lisina) y poli(L-acido glutamico) y una capa final del péptido que corresponde a la SEQ ID NO. 2 sobre
microparticulas de 3 um de didametro de carbonato de calcio. Los virus artificiales preparados de esta forma tienen una
capa exterior o expuesta a la superficie que esta formada de multiples copias del péptido inmundgeno representado por
la SEQ ID NO. 2. La concentracion de polipéptido para la adsorcion de cada capa es de 2 mg-ml'1 en una solucion
acuosa a pH 7. El tiempo de adsorcion para cada capa es de 20 min. Las microparticulas se "enjuagan" entre cada
etapa de adsorcion de péptido por centrifugacion. En algunos casos, las particulas de molde de carbonato de calcio de
la construccién de virus final artificial se disuelven por tratamiento con EDTA. Las estructuras preparadas de este modo
se pueden denominar virus artificiales o vacunas sintéticas: "Se despliegan” sobre sus determinantes antigénicos de
superficie, en el caso presente de las multiples copias de un determinante antigénico conocido por provocar una
respuesta inmunitaria que genera anticuerpos que reconocen el VIH-1 intacto. La tecnologia es prometedora para la
medicina preventiva y el tratamiento de VIH -1.

Ejemplo 2: Composicion de vacuna para VIH-1 con multiples determinante antigénicos

Existen dos tipos principales de composiciones inmunégenas con multiples determinantes antigénicos: 1) cada
polipéptido antigénico adsorbido de manera simultanea comprende una pluralidad idéntica de regiones determinantes
antigénicas, en la que las regiones determinantes antigénicas del polipéptido son las mismas o diferentes y las regiones
determinantes antigénicas se basan en el mismo o diferente patdégeno, y 2) multiples péptidos antigénicos adsorbidos de
manera simultanea cada uno de ellos comprenden una de una pluralidad de unidades funcionales, en la que las
regiones funcionales estan o no basadas en el mismo patégeno. Es importante mencionar que las soluciones mixtas de
los dos tipos de péptido, en principio, no son menos Utiles para la fabricacién de la capa superficial de un virus artificial
que las soluciones de un tipo indicado o el otro. Las regiones de adsorcion superficial de cualquier tipo seran de manera
ordinaria pero no necesariamente idénticas de péptido a péptido. Ademas, las regiones de adsorcion superficial se
pueden localizar en el extremo N del péptido antigénico compuesto, en el extremo C, entre regiones funcionales en el
mismo péptido compuesto, o alguna combinacién de estas posibilidades.

Composicion inmundgena de tipo 1 con multiples determinantes antigénicos. En este ejemplo, el polipéptido antigénico
comprende dos secuencias antigénicas en la region determinante antigénica, en la que ambas secuencias antigénicas
son del mismo patégeno y existen regiones de adsorcion superficial localizadas en el extremo N de la region
determinante antigénica, en el extremo C de la region determinante antigénica, y entre las secuencias antigénicas. En
un ejemplo, los determinantes antigénicos son de un patégeno conocido, por ejemplo, VHI-1, por ejemplo, péptido
ARP7022, o DQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNC (SEQ ID NO: 1), y LQARILAVERYLKDQQL (SEQ ID NO: 4). Un
polipéptido antigénico adecuado comprende:

KKKAKKKGKKKAKKKGDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNCGKKKAKKKGKKKAKKKGLQARILAVERYLKDQQLKKKAK
KKGKKKAKKKG (SEQ ID NO: 5)

Las regiones de adsorcion superficial del péptido antigénico compuesto comprenden KKKAKKKGKKKAKKKG (SEQ ID
NO: 3). La SEQ ID NO. 4 corresponde a los restos 67 - 83 de la glucoproteina 41 de VIH-1. Como antes, el péptido de
longitud completa que corresponde a la SEQ ID NO. 5 se sintetiza mediante uno cualquiera de los medios conocidos en
la técnica. Los virus artificiales se preparan con este péptido mediante varias formas, por ejemplo, depositando por LBL
composiciones inmundgenas que comprenden 5 bicapas de poli(L-lisina) y poli(L- acido glutamico) y una capa final del
péptido correspondiente a la SEQ ID NO. 5 sobre microparticulas de 3 um de diametro de carbonato de calcio. Los virus
artificiales preparados de esta forma tienen una capa exterior o expuesta a la superficie que esta formada de muiltiples
copias del péptido inmunég[jeno representado por la SEQ ID NO. 5. La concentracion de polipéptido para la adsorcion de
cada capa es de 2 mg-ml™ en una solucion acuosa a pH 7. El tiempo de adsorcién para cada capa es de 20 min. Las
microparticulas se "enjuagan" entre cada etapa de adsorcion de péptido por centrifugacion. En algunos casos, las
particulas de molde de carbonato de calcio de la construccion de virus final artificial se disuelven por tratamiento con
EDTA. Las estructuras preparadas de este modo se pueden denominar virus artificiales o vacunas sintéticas: "Se
despliegan” sobre sus determinantes antigénicos de superficie, en el caso presente de las multiples copias de un
determinante antigénico conocido por provocar una respuesta inmunitaria que genera anticuerpos que reconocen el
VIH-1 intacto. La tecnologia es prometedora no solamente para la medicina preventiva y el tratamiento de VIH-1, sino
también para el tratamiento contra el cancer (cuando las secuencias antigénicas representan marcadores superficiales
de células cancerosas).

Ejemplo 3: Composicion inmunoégena para VIH-1 y SARS

El polipéptido antigénico comprende dos regiones determinantes antigénicas y dos regiones de adsorcion de superficie,
en la que las regiones determinantes antigénicas son secuencias de polipéptido de un uUnico patdégeno y las regiones de
adsorcion superficial se localizan en el extremo N y extremo C del polipéptido antigénico y la primera region
determinante antigénica esta separada de la regiéon de adsorcion de la superficie central por un engarce corto. En un
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ejemplo, una regién determinante antigénica es un determinante antigénico conocido en un patégeno, por ejemplo, VIH-
1, por ejemplo, péptido ARP7022, o DQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNC (SEQ ID NO: 1), y la otra region determinante
antigénica, viz., YSRVKNLNSSEG (SEQ ID NO:6), es de una proteina de envuelta supuesta de varios virus de sindrome
respiratorio agudo (SARS), y el engarce corto es un unico resto de glicina, G:

KKKAKKKGKKKAKKKGDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNCGKKK. AKKKGKKKAKKKGY SRVKNLNSSEGKKKAKKKGK
KKAKKKG (SEQ ID NO: 7)

Como antes, las regiones de adsorcion de superficie del péptido antigénico compuesto cada una comprende
KKKAKKKGKKKAKKKG (SEQ ID NO: 3).
Ejemplo 4: Composicion de vacuna para un hongo con un Unico determinante antigénico.

El polipéptido antigénico comprende una Unica regiéon determinante antigénica, en el que la region determinante
antigénica es una secuencia de polipéptidos de un patdgeno y la region de adsorcion de superficie esta localizada en el
extremo C de la region determinante antigénica. En un ejemplo, la region determinante antigénica es una secuencia
sefial en una proteina, por ejemplo, Ag2/PRA, de un patégeno, por ejemplo, Coccidioides immitis, por ejemplo,
MQFSHALIALVAAGLASA (SEQ ID NO: 8). Un polipéptido antigénico adecuado comprende:

MQFSHALIALVAAGLASAKKKAKKKGKKKAKKKG (SEQ ID NO: 9)

La region de adsorcion superficial del péptido antigénico comprende KKKAKKKGKKKAKKKG (SEQ ID NO: 3). La
secuencia de 18 restos de Ag2/PRA (SEQ ID NO. 8) representa una region de Coccidioides immitis, el agente causante
de coccidioidomicosis (fiebre del valle de San Joaquin), una enfermedad respiratoria. El péptido de longitud completa
que corresponde a la SEQ ID NO. 9 se sintetiza mediante uno cualquiera de los medios conocidos en la técnica. Las
peliculas de capas multiples se preparan con este péptido de varias formas, por ejemplo, depositando por LBL
composiciones inmundgenas que comprenden 5 bicapas de poli(L-lisina) y poli(L-acido glutamico) y una capa final del
péptido correspondiente a la SEQ ID NO. 9 sobre microparticulas de 3 ym de diametro de carbonato de calcio. Las
peliculas preparadas de esta forma tienen una capa exterior o expuesta a la superficie que esta formada de muiltiples
copias del péptido inmunég[jeno representado por la SEQ ID NO. 9. La concentracion de polipéptido para la adsorcion de
cada capa es de 2 mg-ml" en una solucion acuosa a pH 7. El tiempo de adsorcién para cada capa es de 20 min. Las
microparticulas se "enjuagan" entre cada etapa de adsorcion de péptido por centrifugacion. En algunos casos, las
particulas de molde de carbonato de calcio de la construccion de virus final artificial se disuelven por tratamiento con
EDTA. Las estructuras preparadas de este modo se pueden denominar virus artificiales o vacunas sintéticas: "Se
despliegan” sobre sus determinantes antigénicos de superficie, en el caso presente de las multiples copias de un
determinante antigénico conocido por provocar una respuesta inmunitaria que genera anticuerpos que reconocen la
Coccidioides immitis intacta. La tecnologia es prometedora para la medicina preventiva y el tratamiento de Coccidioides
immitis.

Ejemplo 5: Composicion de vacuna para una bacteria con multiples determinantes antigénicos

El polipéptido antigénico comprende una Unica regiéon determinante antigénica, en el que la region determinante
antigénica comprende dos secuencias de polipéptidos de una bacteria patdgena y las regiones de adsorcion se
superficie se localizan en el extremo C de la region determinante antigénica, en el extremo N de la region determinante
antigénica y entre las dos secuencias de la bacteria patdgena. En un ejemplo, los determinantes antigénicos son de una
proteina, por ejemplo, el antigeno de proteina superficial PAc de Streptococcus mutans MT8148, por ejemplo,
NAKATYEAALKQYEADLAAVKKANAA (SEQ ID NO: 10) y AALTAENTAIKQRNENAKA (SEQ ID NO: 11). Un polipéptido
antigénico adecuado comprende:

KKKAKKKGKKKAKKKGNAKATYEAALKQYEADLAAVKKANAAGAAL TAENTAIKQRNENAKAGKKKAKKKGKKKAKKKG
(SEQ ID NO: 12)

Las regiones de adsorcion superficial del péptido antigénico comprenden KKKAKKKGKKKAKKKG (SEQ ID NO: 3). Las
secuencias del producto génico PAc (SEQ ID NO. 10 y SEQ ID NO. 11) representan una parte de la region de repeticion
rica en alanina en el antigeno de proteina de superficie, que ha recibido mucha atencién como componente antigénico
para vacunas contra la caries dental. El péptido de longitud completa que corresponde a la SEQ ID NO. 12 se sintetiza
mediante uno cualquiera de los medios conocidos en la técnica. Las peliculas de capas muiltiples se preparan con este
péptido de varias formas, por ejemplo, depositando por LBL composiciones inmundgenas que comprenden 5 bicapas de
poli(L-lisina) y poli(L-acido glutamico) y una capa final del péptido correspondiente a la SEQ ID NO. 12 sobre
microparticulas de 3 um de diametro de carbonato de calcio. Las peliculas preparadas de esta forma tienen una capa
exterior o expuesta a la superficie que esta formada de multiples copias del péptido inmundgeno rePresentado por la
SEQ ID NO. 12. La concentracion de polipéptido para la adsorcién de cada capa es de 2 mg-ml” en una solucién
acuosa a pH 7. El tiempo de adsorcion para cada capa es de 20 min. Las microparticulas se "enjuagan" entre cada
etapa de adsorcion de péptido por centrifugacion. En algunos casos, las particulas de molde de carbonato de calcio de
la construccion de virus final artificial se disuelven por tratamiento con EDTA. Las estructuras preparadas de este modo
se pueden denominar virus artificiales o vacunas sintéticas: "Se despliegan” sobre sus determinantes antigénicos de
superficie, en el caso presente de las multiples copias de un determinante antigénico conocido por provocar una
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respuesta inmunitaria que genera anticuerpos que reconocen la S. mutans intacta. La tecnologia es prometedora para la
medicina preventiva y el tratamiento de S. mutans.

En resumen, los virus artificiales fabricados con péptidos inmunégenos por CACE demuestran las siguientes ventajas.
Las vacunas de péptidos sintéticos eliminan la necesidad de ciertos ensayos de de seguridad de vacuna, reduciendo el
coste y el riesgo de la produccion de vacuna. Por ejemplo, el ensayo de toxicidad especifico se usa para detectar la
inactivacion incompleta de viriones para vacunas que implican las particulas de virus atenuadas o muertas, por ejemplo,
por analisis de cultivo de células, ahorrando tiempo y recursos. Una construccion de vacuna que no usa un virus u otro
tipo de patégeno ya que el inmundgeno elimina la necesidad de tales ensayos de seguridad. Ademas, ya que el cultivo
de células de mamifero no es necesario para propagar los virus para la invencion, el riesgo de contaminacion de la
presente vacuna con material no deseado de un virus, microorganismo, o eucariota es extremadamente bajo,
particularmente si los péptidos sintéticos y virus artificiales se producen en condiciones de GMP.

Las ventajas adicionales de la presente invencion reivindicada incluyen simplicidad de fabricacion y respuesta rapida en
virtud del enfoque de "casete" para la sintesis de péptidos adecuados para LBL.

Ademas, el enfoque permite multiples conformaciones de un Unico determinante antigénico lineal para "desplegar" de
manera simultanea sobre la superficie de una Unica particula de vacuna sintética, produciendo anticuerpos contra
multiples conformaciones de la secuencia e incrementando por lo tanto las probabilidades de que al menos alguno de
los anticuerpos generados por el sistema inmunitario del organismo neutralicen los antigenos especificos diana o de
patégeno sobre células cancerosas. Como se ha establecido anteriormente, se prevé que los péptidos que contienen
diferentes regiones funcionales se puedan incorporar en una Unica construccion de vacuna sintética, incrementando el
espectro de proteccién: La vacuna sintética actualmente reivindicada puede presentar multiples determinantes
antigénicos dirigidos a multiples patdgenos, proporcionando proteccion contra muchos patogenos diferentes en una
Unica vacunacion.

La plataforma de vacuna sintética es extremadamente general y, en principio, puede funcionar con cualquier patégeno.
De este modo, a diferencia de otros enfoques de vacunacién conocidos, que requieren genomanipulacion de genes,
transferencia de los genes a un huésped de expresién adecuado, expresion de los genes, purificacion de la proteina
recombinante o particulas de virus etc., las vacunas sintéticas descritas en el presente documento pueden proporcionar
un tiempo de respuesta disminuido a la amenaza de un patégeno.

El uso de los términos "uno" y "una" y "el (Ia)" y referentes similares (especialmente en el contexto de las siguientes
reivindicaciones) se han de considerar que cubren tanto el singular como el plural, salvo que se indique de otra manera
en el presente documento o claramente se contradiga por el contexto. Los términos primero, segundo, etc. como se usa
en el presente documento no significa que denoten cualquier orden particular, sino simplemente por conveniencia
denotar una pluralidad de, por ejemplo, capas. Los términos "comprendiendo”, "teniendo”, "incluyendo", y "conteniendo”
se han de considerar como términos abiertos (es decir, que significa "que incluye, pero no se limita a") salvo que se
indique de otra manera. La relacion de intervalos o valores solamente pretenden servir como un procedimiento
abreviado de referencia individual a cada valor separado que cae dentro del intervalo, salvo que se indique de otra
manera en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en la memoria descriptiva como si se enumerara
de manera individual en el presente documento. Los valores extremos de todos los intervalos se incluyen dentro del
intervalo y se pueden combinar de manera independiente. Todos los procedimientos descritos en el presente
documento se pueden realizar en un orden adecuado salvo que se indique de otra manera en el presente documento o
de otra manera se contradiga claramente por el presente contexto. El uso de cualesquiera y todos los ejemplos, o
lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como"), pretende solamente ilustrar mejor la invenciéon y no supone una limitacién
sobre el alcance de la invencion salvo que se reivindique de otra manera. Ningun lenguaje en la memoria descriptiva se
debe considerar como indicador de cualquier elemento no reivindicado como esencial para la practica de la invencion
como se usa en el presente documento.
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15

Thr Thr Ala \2/81 Pro Trp Asn Cys

<210> 2
<211> 40
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> La secuencia se disefid de nuevo y se sintetizo.

<400> 2
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liys Lys Lys Ala Is_ys Lys Lys Gly Lys %s Lys Ala Lys Lys Lys Gly
15

[y} I s ”~
W LU U

(4]
-
3
()
]
3

1y IMe T ;y Cys Ser Giy Lys Leu Iie Cys
30

]

I>
("]
T

rp

NGy

0

Nr-

Thr Thr Ala Val Pro Trp Asn Cys
35 40

<210> 3
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia se disefid de nuevo y se sintetizo.

<400> 3

Lys Lys Lys Ala Lys Lys Lys Gly Lys Lys Lys Ala Lys Lys Lys Gly

1 5 | 10

<210> 4
<211> 17
<212> PRT

<213> Virus de inmunodeficiencia humana de tipo 1

<400> 4
Leu Gin Ala Arg Ile Leu Ala val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp GIn Gln
1 5 . 10 15

Leu

<210> 5
<211> 90
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia se disefid de nuevo y se sintetizo.
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<400> 5

Lys Lys
1

Asp GIn
Thr Thr
Gly Lys

val Giu
65

Lys Gly

<210>6
<211> 12
<212> PRT

Lys Ala

Gin Leu’

20

‘Ala val
35
Lys Lys

Arg Tyr

Lys Lys

Lys Lys

5

Leu Gly

Pro Trp

Ala Lys

Leu Lys
70

Lys Ala
85

ES 2 400 665 T3

Lys Gly Lys Lys
10

Ile Trp Gly Cys
25
Asn Cys Gly Lys
40

Lys Lys Gly Leu

ASp Gin GIn Leu

Lys Ala Lys Lys

ser Gly Lys Leu
30

Lys Lys Ala Lys
45

GIn Ala Arg Ile
60

Lys Lys Lys Ala
75 , :

Lys Lys Lys Gly |
20

<213> Virus de sindrome respiratorio agudo severo (SARS)

<400> 6

Iyr Ser Arg val %ys Asn Leu Asn Ser

<210>7
<211> 85
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia se disefid de nuevo y se sintetizo.

<400> 7

20

10

Lys Gly
15

Ile Cys
Lys Lys
Leu Ala

LyS LYyS
80

Ser Glu GTy'
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iys Lys Lys Ala gys Lys Lys Gly Lys i%s'Lys Ala Lys. Lys igs Gly

Asp GIn GlIn Egu Leu Gly Ile Trp ggy Cys Ser Gly Lys ggu Ile Cys

Thr Thr é}a val Pro Trp Asn ggs Gly Lys Lys Lys an Lys Lys Lys

Gly E%s Lys Lys Ala Lys %gs Lys Gly Tyr ser ggg val Ly§ Asn Leu

Asn Ser Ser Glu Gly Lys Lys Lys Ala Lys Lys Lys G1y Lys Lys Lys
65 70 ' 75 80

Ala Lys Lys Lys Gly
85

<210> 8

<211> 18

<212> PRT

<213> Coccidioides immitis

<400> 8

Met GIn Phe Ser His Ala Leu Ile Ala Leu val Ala Ala Gly Leu Ala
i - 5 .10 , 15

Ser Ala

<210>9
<211> 34
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia se disefid de nuevo y se sintetizo.

<400> 9

Met GIn Phe Ser His Ala Leu Ile Ala Leu val Ala Ala Gly Leu Ala
1 5 10 15

21



10

15

20

ES 2 400 665 T3

Ser Ala Lys 5%5 Lys Ala Lys Lys Egs Gly Lys Lys Lys gga LYS Lys

Lys Gly
<210> 10
<211> 26
<212> PRT

<213> Streptococcus mutans

<400> 10

an Ala Lys Ala ;hr Tyr Glu Ala Ala Iigu Lys GIn Tyr Glu ﬂ_a Asp

Leu Ala Ala val Lys Lys Ala Asn Ala Ala
20 ) 25 .

<210> 11
<211>19
<212> PRT

<213> Streptococcus mutans

<400> 11

Ala Ala Leu Thr Ala Glu Asn Thr Ala Ile Lys Gln Arg Asn Glu Asn
1 5 10 15

Ala Lys Ala

<210> 12
<211>79
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> La secuencia se disefid de nuevo y se sintetizo.

<400> 12
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iys Lys Lys Ala lgys Lys Lys Gly Lys Ii%s Lys Ala Lys Lys li}sls Gly

Asn Ala Lys /Z\;I)a Thr Tyr Glu Ala gga Leu Lys GIn Tyr g(])u Ala Asp

Leu Ala Ala val Lys Lys Ala Asn Ala Ala Gly Ala Ala Leu Thr Ala
35 40 45 ' _

Glu lsxgn Thr Ala Ile Lys cs;;n Arg Asn Glu Asn lgga Lys Ala Gly Lys

ggs Lys Ala Lys LyS Ii()),s Gly Lys LyS LyS ;Céa Lys Lys Lys Gl
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién inmundgena para su uso en un procedimiento de provocacion de una respuesta inmunitaria
terapéutica en un organismo vertebrado, en la que la composicion inmunégena comprende,

una pelicula de capas multiples que comprende dos o mas capas de polielectrolitos, en la que las capas adyacentes
comprenden polielectrolitos cargados de manera opuesta,

en la que un primer polielectrolito de capas comprende un polipéptido antigénico que comprende una o mas regiones de
adsorcion superficial unidas de forma covalente a una o mas regiones determinantes antigénicas, en la que el
polipéptido antigénico y la una o mas regiones de adsorcion superficial tienen la misma polaridad,

en la que la una o mas regiones de adsorcién superficial comprenden uno o mas motivos de secuencias de aminoacidos,
el uno o mas motivos de secuencias de aminoacidos consisten en de 5 a 15 aminoacidos y tienen una magnitud de
carga neta por resto mayor que o igual a 0,4, y

en la que la una o mas regiones determinantes antigénicas consisten en de 3 a 250 restos de aminoacido,

en la que el polipéptido antigénico no es un homopolimero, es de al menos 15 aminoacidos de longitud y tiene
una solubilidad acuosa a pH de 4 a 10 mayor que 50 pg/ml;

en la que una segunda capa comprende un segundo polielectrolito de capas que comprende un material policationico o
un material polianidnico que tiene un peso molecular mayor que 1.000 y al menos 5 cargas por molécula, y una carga
opuesta a la del primer polipéptido de capas, y en la que la regién determinante antigénica comprende al menos un
determinante antigénico de un antigeno seleccionado de un antigeno virico, un antigeno bacteriano, un antigeno fungico
o un antigeno de parasito.

2. Uso de una composicién inmundégena en la fabricacién de un medicamento para provocar una respuesta inmunitaria
terapéutica en un organismo vertebrado, en la que la composicion inmunégena comprende,

una pelicula de capas multiples que comprende dos o mas capas de polielectrolitos, en la que las capas adyacentes
comprenden polielectrolitos cargados de manera opuesta,

en la que un primer polielectrolito de capas comprende un polipéptido antigénico que comprende una o mas regiones de
adsorcion superficial unidas de manera covalente a una o mas regiones determinantes antigénicas, en la que el
polipéptido antigénico y la una o mas regiones de adsorcion superficial tienen la misma polaridad,

en la que la una o mas regiones de adsorcion superficial comprende uno o mas motivos de secuencia de aminoacidos,
el uno o mas motivos de secuencias de aminoacidos consisten en de 5 a 15 aminoacidos y tienen una magnitud de
carga neta por resto mayor que o igual a 0,4, y

en la que la una o mas regiones determinantes antigénicas consisten en de 3 a 250 restos de aminoacido,

en la que el polipéptido antigénico no es un homopolimero, es de al menos 15 aminoacidos de longitud, y tiene una
solubilidad acuosa a pH de 4 a 10 mayor que 50 pg/ml;

en la que una segunda capa comprende un segundo polielectrolito de capas que comprende un material policationico o
un material polianiénico que tiene un peso molecular mayor que 1 .000 y al menos 5 cargas por molécula, y una carga
opuesta de la del primer polipéptido de capas, y en la que la regiéon determinante antigénica comprende al menos un
determinante antigénico de un antigeno seleccionado de un antigeno virico, un antigeno bacteriano, un antigeno fungico
o un antigeno de parasito.

3. Un procedimiento de provocacién de una respuesta inmunitaria no terapéutica en un organismo vertebrado no
humano, que comprende administrar en el organismo vertebrado no humano una composicion inmundgena que
comprende

una pelicula de capas multiples que comprende dos o mas capas de polielectrolitos, en la que las capas adyacentes
comprenden polielectrolitos cargados de manera opuesta,

en la que un primer polielectrolito de capas comprende un polipéptido antigénico que comprende una o mas regiones de
adsorcion superficial unidas de manera covalente a una o mas regiones determinantes antigénicas, en la que el
polipéptido antigénico y la una o mas regiones de adsorcién superficial tienen la misma polaridad,

en la que la una o mas regiones de adsorcién superficial comprenden uno o mas motivos de secuencias de aminoacidos,
el uno o mas motivos de secuencias de aminoacidos consisten en de 5 a 15 aminoacidos y tienen una magnitud de
carga neta por resto mayor que o igual a 0,4, y

en la que la una o mas regiones determinantes antigénicas consisten en de 3 a 250 restos de aminoacido,
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en la que el polipéptido antigénico no es un homopolimero, es de al menos 15 aminoacidos de longitud, y tiene una
solubilidad acuosa a pH de 4 a 10 mayor que 50 pg/ml;

en la que una segunda capa comprende un segundo polielectrolito de capas que comprende un material policationico o
un material polianidnico que tiene un peso molecular mayor que 1.000 y al menos 5 cargas por molécula, y una carga
opuesta a la del primer polipéptido de capas, y en la que la regién determinante antigénica comprende al menos un
determinante antigénico de un antigeno seleccionado de un antigeno virico, un antigeno bacteriano, un antigeno fungico
o un antigeno de parasito.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, en la que la composicion inmundgena se administra por via oral, intranasal,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, sublingual o transdérmica.

5. La composicion inmunoégena de la reivindicacion 1 para su uso en el procedimiento de la reivindicacion 1, o el uso de
la reivindicacion 2, o los procedimientos de las reivindicaciones 3 6 4, en la que el polipéptido antigénico esta en la capa
exterior de la pelicula de capas multiples.

6. La composicion inmundégena de la reivindicacion 1 para su uso en el procedimiento de la reivindicacion 1, o el uso de
la reivindicacion 2, o los procedimientos de las reivindicaciones 3 o 4, en la que el primer polielectrolito de capas
comprende dos 0 mas determinantes antigénicos, y en la que los dos 0 mas determinantes antigénicos son del mismo o
diferente patégeno.

7. La composicion inmunoégena de la reivindicacion 1 para su uso en el procedimiento de la reivindicacion 1, o el uso de
la reivindicacion 2, o los procedimientos de las reivindicaciones 3 o 4, en la que la composicion inmunégena comprende
ademas un segundo polipéptido antigénico que comprende una o mas regiones de adsorcion de superficie unidas de
forma covalente a una o mas segundas regiones determinantes antigénicas, en la que el segundo polipéptido antigénico
y la una o mas segundas regiones de adsorcion superficial tienen la misma polaridad,

en la que la una o mas segundas regiones de adsorcion superficial comprenden uno o mas segundos motivos de
secuencias de aminoacidos, el uno o mas segundos motivos de secuencias de aminoacidos consisten en de 5 a 15
aminoacidos y tienen una magnitud de carga neta por resto mayor que o igual a 0,4, y

en la que la una o mas segundas regiones determinantes antigénicas consisten en de 3 a 250 restos de aminoacido,

en la que el segundo polipéptido antigénico no es un homopolimero, es de al menos 15 aminoacidos de longitud, y tiene
una solubilidad acuosa a pH de 4 a 10 mayor que 50 pug/ml, y en la que la segunda region determinante antigénica
comprende al menos un determinante antigénico de un antigeno seleccionado de un antigeno virico, un antigeno
bacteriano, un antigeno fungico o un antigeno de parasito, y en la que el al menos un primer determinante antigénico del
primer polipéptido antigénico y el al menos un segundo determinante antigénico del segundo polipéptido son del mismo
o diferente patégeno.

8. La composicion inmunoégena de la reivindicacion 1 para su uso en el procedimiento de la reivindicacion 1, o el uso de
la reivindicacion 2, o los procedimientos de las reivindicaciones 3 o 4, en la que la pelicula de capas muiltiples
comprende ademas una molécula bioactiva inmundgena adicional en la que la molécula bioactiva inmundgena adicional
se selecciona entre un farmaco, un oligonucledtido, un acido nucleico, un lipido, un fosfolipido, un carbohidrato, un
polisacarido, un lipopolisacarido, o una combinacién de los mismos.

9. La composicion inmunoégena de la reivindicacion 1 para su uso en el procedimiento de la reivindicacion 1, o el uso de
la reivindicacién 2, o los procedimientos de las reivindicaciones 3 o 4, en la que el polipéptido antigénico tiene una
solubilidad acuosa mayor que o igual a 1 mg/ml.

10. La composicion inmundgena de la reivindicacion 1 para su uso en el procedimiento de la reivindicacion 1, o el uso
de la reivindicacién 2, o los procedimientos de las reivindicaciones 3 o 4, en la que la region determinante antigénica
comprende un motivo antigénico que comprende de 3 a 50 restos de aminoacido, y en la que el polipéptido antigénico
tiene una magnitud de carga por resto a pH neutro mayor que o igual a 0,4.

11. La composicion inmundgena de la reivindicaciéon 1 para su uso en el procedimiento de la reivindicacion 1, o el uso
de la reivindicacion 2, o los procedimientos de las reivindicaciones 3 o 4, en la que la region determinante antigénica es
un dominio antigénico que comprende de 50 a 250 restos de aminoacido

12. La composicion inmunoégena de la reivindicacion 11 para su uso de la reivindicacion 1, o el uso o procedimiento de
la reivindicacion 11, en la que el dominio antigénico tiene una solubilidad en agua a pH de 4 a 10 mayor que 50 pg/ml.

13. La composicion inmundgena 1 de la reivindicacion 1 para su uso en el procedimiento de la reivindicacion 1, o el uso
de la reivindicacion 2, o los procedimientos de las reivindicaciones 3 o 4, en la que la pelicula de capas multiples
encapsula una o mas moléculas bioactivas no peptidicas.

14. La composicion inmundgena de la reivindicaciéon 1 para su uso en el procedimiento de la reivindicacion 1, o el uso
de la reivindicacion 2, o los procedimientos de las reivindicaciones 3 60 4, en la que la pelicula de capas multiples esta
en la forma de una microcapsula.
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15. La composicion inmunoégena de la reivindicacion 14 para su uso de la reivindicacion 1, o el uso o procedimiento de
la reivindicacion 14, en la que la microcapsula comprende un nucleo, y el nicleo comprende una molécula bioactiva
adicional en la que la molécula bioactiva adicional se selecciona entre un farmaco, un oligonucleétido, un acido nucleico,
un lipido, un fosfolipido, un carbohidrato, un polisacarido, un lipopolisacarido, o una combinacién de los mismos.

26



ES 2 400 665 T3

Figura 1
Auto ensamblaje
capa a capa (LBL)

de peliculas de capas multiples

+ +
+ + -
+ k -
B + +
+ 7 P *
+ - i
p + -
i T
- i:: -
+ ::;r +
ot
+ s TG
Pelicula formada o NS : Pelicula formada

sobre un sustrato sobre un molde

plano (revestimiento) esférico (capsula)
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Figura 2

Figura 3
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Figura 4
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