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DESCRIPCION

Composiciones inmunogénicas que contiene antigeno de antrax, microparticulas de polimero biodegradable, y
adyuvante inmunolégico que contiene polinucledtido.

Campo de la Invencién

La presente invencién se refiere a composiciones farmacéuticas inmunogénicas, particularmente
composiciones de vacunas.

Antecedentes

Bacillus anthracis es una bacteria Gram positiva aerébica que forma esporas encontrada de manera natural
en animales salvajes y domésticos. Hanna, P. 1998, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 225:13-35. Es altamente
resistente a la degradacion ambiental, y produce una toxina tripartita que reduce la habilidad del sistema inmune del
huésped para eliminiar el patégeno. Id. La exposicion humana a antrax tipicamente surge tras el contacto con
ganado infectado, y generalmente da como resultado una forma leve de enfermedad cutanea. Friedlander, A. M., y
P. S. Brachman. 1998. Anthrax, p. 729-739. En S. A. Plotkin y E. A. Mortimer (ed.), Vaccines, W. B. Saunders,
Filadelfia, PA. Quinn, C. P. y P. C. Turnbull. 98 A. D. Antrhax, p. 799-818. En M. Ballow y M. Sussman (ed.), Topley
and Wilson’s Microbiology and Microbial Infections, Collier, Londres. Sin embargo, bioterroristas liberaron
intencionadamente esporas de antrax disefiadas para entrega de aerosol en los Estados Unidos en 2001. La
resultante morbidez, mortalidad y panico extendido subrayaron el potencial del &ntrax para usarse como un agente
bioterrorista asi como la necesidad de mejorar la velocidad, magnitud y seguridad de vacunacion contra el antrax.
Lane, H. C., et al., Nat. Med. 7:1271-1273.

Como se ha sefialado en la Solicitud de Patente de Estados Unidos 2004/0082530, la patogenicidad de B.
anthracis se expresa de dos maneras: un efecto toxico que se hace evidente por la aparicién de un edema, y un
llamado efecto tdxico letal que puede llevar a la muerte en individuos infectados. Hay dos principales factores
virulentos que B. anthracis posee, una capsula poli-D-glutamico que inhibe fagocitosis y dos toxinas binarias que se
forman a partir de combinaciones seleccionadas de tres factores de la proteina. Estas dos toxinas binarias poseen
un componente celular comudn de enlace con el receptor que, cuando se combinan con cualquiera de los otros dos
factores forma una toxina activa. El componente de enlace presente en ambas toxinas activas es no toxico y esta
incluido en el enlace de las toxinas B. anthracis con membranas celulares en un huésped infectado. Los otros dos
factores de la proteina constituyen los elementos activos responsables de la manifestacion del efecto toxico del tipo
edema o del efecto toxico con caracter letal. Estos dos factores activos se llaman factor edematogénico (FE) y factor
letal (FL). El factor no tdxico responsable del enlace con membranas celulares se llama antigeno protector (AP) ya
que, durante los ensayos de inmunizacion, la capacidad para conferir proteccion activa contra la enfermedad se
atribuyo inicialmente este factor. Los tres factores, AP, FL y FE se han aislado y purificado como lo presenta Fish et
al. (1968) J. Bacteriol. 95:907-917, y las dos toxinas obtenidas por la combinacién de APy FL y de AP y FE, se han
caracterizado y descrito por Leppla et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:3162-3166. Los genes de B. anthracis
pag, cya y lef que codifican los factores AP, FE y FL, respectivamente, se distribuyen sobre un plasmido llamado
“pX01” de B. anthracis, como lo describe Mikesell et al (1983) Infect. Immun. 39:371-376. Ademas, los genes pag,
cya y lef se han clonado y secuenciado completamente como lo describe Welkos et al. (1988) Gene 69:287-300;
Escuyer et al. (1988) Gene 71:293-298; y Bragg et al. (1989) Gene 81:45-54.

La Vacuna Adsorbida contra el Antrax (AVA) es la Gnica vacuna para antrax autorizada para uso humano
en los Estados Unidos de América. Se prepara adsorbiendo el filtrado de cultivo de una capa toxinogénica no
encapsulada de B. anthracis (V770-NP1-R) en hidroxido de aluminio. Ivis, B. E., y S. L. Welkos. 1988. Eur. J.
Epidemol. 4:12-19. Estudios muestran que el antigeno protector (AP), el ndcleo de toxina antrax, es el principal
inmunogeno de AVA. Los anticuerpos (Ab) contra AP neutralizan la toxina, inhiben la germinacion de esporas, y
mejoran la fagocitosis/eliminacion de esporas por macréfagos. lvins, B. E., et al., 1992. Infect. Immun. 60:662-668.
Little, S. F. y B. E. lvins. 1999. Microbes. Infect. 1:131-139. Welkos, S., et al. 2001. Microbiology 147:1677-1685.
Welkos, S. L.y A. M. Friedlander. 1988. Microb. Pathog. 5:127-139. La vacunacion con AVA requiere una serie de 6
inmunizaciones entregadas durante 18 meses seguidas de revacunaciones anuales. Pittman, P. R., et al. 2001.
Vaccine 20:972-978. Pittman, P. R. et al. 2002. Vaccine 20:1412-1420. Este programa se ha unido con el desarrollo
de efectos secundarios adversos que incluyen dolor de articulaciones, trastornos gastrointestinales, y neumonia,
llevando a muchos soldaros norteamericanos a rechazar la vacunacion. Geier, D. A., y M. R. Geier. 2002. Clin. Exp.
Rheumatol. 20:217-220. Ready, T. 2004. Nat. Med. 10:112. Se esperan estrategias que reduzcan la dosis y nimero
de inmunizaciones de AVA requeridas para conseguir proteccién para mejorar su cumplimiento.

Resumen de la Invencién

La invencion se describe en las reivindicaciones adjuntas.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporcionan kits y composiciones inmunogénicas que
comprenden: (a) una primera composicion que comprende un antigeno derivado de Bacillus anthracis; (b) una
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segunda composiciéon que comprende microparticulas de polimero biodegradable y (¢) una tercera composicion que
comprende un adyuvante inmunoldgico que contiene polinucleétido, donde la segunda y tercera composicion son las
mismas composiciones, como se define en la reivindicacion 20.

También se desvela una composicién inmunogénica, que comprende: un antigeno derivado de Bacillus
anthracis, microparticulas de polimero biodegradable y un adyuvante inmunolégico que contiene polinucleétido.
También, se desvela un kit inmunogénico que comprende: una composicién que comprende un antigeno derivado de
Bacillus anthracis; otra composicion separada que comprende microparticulas de polimero biodegradable; y otra
composicion separada que comprende un adyuvante inmunoldgico que contiene polinucleétido. Un kit inmunogénico
de la invencién comprende: una composicion que comprende un antigeno derivado de Bacillus anthracis; y otra
composicion separada que comprende microparticulas de polimero biodegradable y un adyuvante inmunolégico que
contiene polinucleotido.

Las microparticulas de polimero para su uso en conjunto con la presente invencion comprenden un
polimero biodegradable, por ejemplo, un polimero seleccionado de un poli(acido o-hidroxi), un &cido
polihidroxibutirico, una policaprolactona, un poliortoester, un polianhidrido, un policianoacrilato, o una mezcla de los
mismos, entre otros. Las microparticulas pueden prepararse por medio de una variedad de técnicas, varias de las
cuales se describen mas abajo. En varias realizaciones, las microparticulas se forman a partir de un poli(acido o-
hidroxi), tal como poli(lactido) (“PLA”), un copolimero de lactido y glicélido, por ejemplo, poli(D,L-lactido-co-glicélido)
(“PLG”), o un copolimero de D,L-lactido y caprolactona. Los polimeros poli(D,L-lactido-co-glicélido) incluyen aquellos
que tienen un proporcion molar lactido:glicélido que oscila, por ejemplo, entre 20:80 y 80:20, entre 25:75 y 75:25,
entre 40:60 y 60:40, o entre 55:45 y 45:55, entre otras, y que tienen un peso molecular que oscila, por ejemplo, entre
5.000 y 200.000 Daltons, entre 10.000 y 100.000 Daltons, entre 20.000 y 70.000 Daltons, o entre 40.000 y 50.000
Daltons, entre otros.

Los antigenos para su uso en conjunto con la presente invencidon pueden derivarse de una variedad de
cepas de Bacillus anthracis, incluyendo la cepa V770-NP1-R, e incluyen organismos eliminados, atenuados o
inactivados asi como antigenos de subunidades. Los antigenos incluyen especies que contienen polipéptido, tales
como proteinas y oligopéptidos, especies que contienen polisacarido, y especies que contienen polinucleétido que
expresan una proteina o polipéptido inmunogénico.

Los adyuvantes inmunoldgicos que contienen polinucledtido para su uso en conjunto con las composiciones
o kits de la presente invencion incluyen adyuvantes inmunoldgicos que contienen ADN o ARN, tales como
oligodoxinucleétidos y ARN de doble hebra, entre otros.

Las composiciones y kits de la presente invencién también incluyen opcionalmente adyuvantes
inmunolégicos complementarios ademas de microparticulas de polimero y adyuvantes inmunolégicos que contienen
polinucleétidos, cuyos ejemplos incluyen, entre otros (a) sales de aluminio (alum), tales como hidréxido de aluminio,
fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, etc., (¢) toxinas termolabiles de E. coli, (c) compuestos de fosfato
polisacéarido (por ejemplo, monofosforilipido A y sus derivados) e imitadores de fosfato lipopolisacéarido, y (d)
emulsiones de submicrén que comprenden un aceite metabolizable, tal como escualeno, y un agente emulsionante,
tal como uno o mas derivados de sorbitan (por ejemplo, MF59).

Mas realizaciones de la divulgacién se dirigen a métodos de entrega de antigenos de Bacillus anthracis a
un animal huésped, que comprende la administracion al animal huésped de cualquiera de las composiciones y
componentes de kit inmunogénicos descritos en el presente documento. El animal huésped es preferentemente un
animal vertebrado, mas preferentemente un mamifero, e incluso méas preferentemente un humano.

La presente invencion también se dirige a composiciones para su uso en métodos de estimulacion de una
respuesta inmune en un animal huésped, que comprende la administracion al animal de cualquiera de las
composiciones inmunogénicas y componentes de kit descritos en el presente documento en una cantidad efectiva
para inducir la respuesta inmune.

La presente invencidn se dirige ademas a composiciones para su uso en métodos de inmunizacién de un
animal huésped contra Bacillus anthracis que comprende la administracion al animal de cualquiera de las
composiciones inmunogénicas y componentes de kit descritos en el presente documento en una cantidad efectiva
para inducir una respuesta protectora.

La entrega de las composiciones inmunogénicas y componentes del kit de la invencion puede realizarse
mediante cualquier método conocido farmacéuticamente efectivo, incluyendo inyeccion directa (por ejemplo,
subcutdneamente, intraperitonealmente, intravenosamente o intramuscularmente), entrega por la mucosa, entre
otros.

Muchos de los aspectos anteriores y otros de la presente invencion se enumeran en los siguientes parrafos:
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Aspecto 1. Una composicion inmunogénica que comprende: (a) un antigeno derivado de Bacillus anthracis; (b)
microparticulas de polimero que comprenden un polimero biodegradable; y (¢) un adyuvante inmunolégico que
contiene polinucleétido, como se define en las reivindicaciones.

Aspecto 2. La composicion inmunogénica del Aspecto 1, donde el antigeno se deriva de cepa V770-NP1-R de
Bacillus anthracis.

Aspecto 3. La composicién inmunogénica del Aspecto 1, donde el antigeno comprende Bacillus anthracis eliminado
o0 atenuado.

Aspecto 4. La composicion inmunogénica del Aspecto 1, donde el antigeno comprende un Bacillus anthracis
atenuado toxinogénico no encapsulado.

Aspecto 5. La composicidon inmunogénica del Aspecto 1, donde el antigeno comprende una construccién de vector
gue codifica un antigeno que contiene polipéptido.

Aspecto 6. La composicion inmunogénica del Aspecto 1, donde el antigeno comprende Bacillus anthracis atenuado
toxinogénico no encapsulado, y al menos una porcion del mismo se adsorbe en hidréxido de aluminio.

Aspecto 7. La composicion inmunogénica de cualquiera de los Aspectos 1-6, donde la composicidn inmunogénica
comprende ademés un surfactante.

Aspecto 8. La composicién inmunogénica del Aspecto 7, donde el surfactante comprende un surfactante cationico.
Aspecto 9. La composicién inmunogénica del Aspecto 7, donde el surfactante comprende un surfactante aniénico.

Aspectol0. La composicién inmunogénica de cualquiera de los Aspectos 1-9, donde las microparticulas tienen un
diametro medio de entre 500 nanémetros y 20 micrones.

Aspecto 11. La composicion inmunogénica de cualquiera de los Aspectos 1-10, donde el polimero biodegradable se
selecciona de un poli(acido a-hidroxi), un é&cido polihidroxibutirico, una policaprolactona, un poliortoester, un
polianhidrido, un policianoacrilato.

Aspecto 12. La composicion inmunogénica del Aspecto 11, donde el polimero biodegradable es un poli(acido a-
hidroxi).

Aspecto 13. La composicion inmunogénica del Aspecto 12, donde el polimero biodegradable es un poli(lactido-co-
glicélido).

Aspecto 14. La composicion inmunogénica del Aspecto 13, donde el polimero biodegradable es un poli(lactido-co-
glicélido) que tiene una proporcion molar lactido:glicélido que oscila entre 40:60 y 60:40.

Aspecto 15. La composiciéon inmunogénica de cualquiera de los Aspectos 1-14, donde el adyuvante inmunolégico
que contiene polinucleétido comprende un adyuvante inmunolégico de oligonucleétido.

Aspecto 16. La composiciéon inmunogénica de cualquiera de los Aspectos 1-14, donde el adyuvante inmunolégico
gue contiene polinucledtido comprende un adyuvante inmunolégico de oligodeoxinucledtido.

Aspecto 17. La composicién inmunogénica de cualquiera de los Aspectos 1-14, donde el adyuvante inmunolégico
gue contiene polinucleotido comprende un oligodeoxinucleétido CpG.

Aspecto 18. La composicion inmunolégica de cualquiera de los Aspectos 1-5 y 7-17, que ademdas comprende un
adyuvante inmunol6gico complementario.

Aspecto 19. La composicién inmunogénica del Aspecto 18, donde el adyuvante inmunolégico complementario es
una sal de aluminio.

Aspecto 20. La composicién inmunogénica del Aspecto 18, donde el adyuvante inmunolégico complementario se
selecciona de (a) toxinas termolabiles de E. coli, (b) compuestos de fosfato polisacarido, y (¢) emulsiones de
submicrén que comprenden escualeno, y un agente emulsionante.

Aspecto 21. La composicion inmunogénica de cualquiera de los Aspectos 1-20, donde la composicion inmunogénica
es una composicion inyectable.

Aspecto 22. La composicion inmunogénica de cualquiera de los Aspectos 1-21 para su uso en un método de
inmunizacion de un animal vertebrado huésped contra infeccion por Bacillus anthracis que comprende la
administracion al animal de dicha composicion.
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Aspecto 23. La composicion inmunogénica de cualquiera de los Aspectos 1-21 para su uso en un método de
estimulacion de una respuesta inmune en un animal vertebrado huésped, que comprende la administracion a dicho
animal huésped de dicha composiciéon inmunogénica.

Aspecto 24. La composicion inmunogénica de cualquiera de los Aspectos 22-23, donde el animal vertebrado
huésped es humano.

Aspecto 25.Un kit inmunogénico que comprende: (a) una primera composicién que comprende un antigeno derivado
de Bacillus anthracis; (b) una segunda composicién que comprende microparticulas de polimero biodegradable y (c)
una tercera composiciéon que comprende un adyuvante inmunolégico que contiene polinucleétido donde la segunda
y tercera composicion son iguales y la tercera composicion es diferente como se define en la reivindicacién 20.

También se desvela un método de inmunizacién de un animal vertebrado huésped contra infeccion por
Bacillus anthracis administrando al animal las composiciones del kit del Aspecto 25 y un método de estimulacién de
una respuesta inmune en un animal vertebrado huésped, que comprende la administracion al animal de la
composicion del kit del Aspecto 25; donde, opcionalmente, el animal vertebrado huésped es humano.

Una ventaja de la presente invencion es que las repuestas inmunes a Bacillus anthracis en sujetos
vertebrados pueden estimularse y acelerase.

Otra ventaja de la presente invencion es que la inmunidad protectora contra Bacillus anthracis puede
generarse rapidamente en sujetos vertebrados.

Los anteriores y otros varios aspectos, realizaciones y ventajas de la presente invencion seran facilmente
aparentes para aquellos expertos en la técnica en vista de la divulgacion en el presente documento y las
reivindicaciones adjuntas.

Breve Descripcion de las Figuras

FIG. 1. Titulos IgG anti-PA Ab en ratones vacunados con AVA. Los ratones machos A/J se inmunizaron i.p
con 200 pl de AVA (F) £ 20 ug de CpG ODN libre (o) o adsorbido por PLG (O). Los datos representan la media
geométrica V. de titulo SE suero IgG anti-PA de 10 ratones/grupo independientemente estudiados. ** P < 0,01, *** P
< 0,001, ns = no significativo, determinado por ANOVA de dos sentidos. (A) Titulos IgG, contra semanas post-
inmunizacién, (B) titulos IgG1 anti-PA contra semanas post-inmunizacion, (C) titulos IgG2a anti-PA contra semanas
post-inmunizacion, (D) titulos TNA contra semanas post-inmunizacion.

FIG. 2. Respuesta de IgG anti-PA Ab en ratones A/J siguiendo dosis baja de inmunizacién AVA (8-25 pl) (i.
p.). No hubo diferencias significativas en titulos IgG anti-PA en estas dosis de vacunacion, permitiendo que los datos
de todos los ratones se pudieran combinar. Los resultados representan la media geométrica Vv de respuesta SE IgG
anti-PA 14 dias después de la inmunizacion (n = 11-29 ratones/grupo independientemente estudiados). ** P < 0,01,
*** P < 0,001, determinado por ANOVA de dos sentidos.

FIG. 3. Supervivencia de ratones vacunados. Los ratones A/J se inmunizaron i.p. con < 8 ul de AVA mas
20 pg de ODN libre o adsorbido por PLG. Los ratones se desafiaron i.p 7 dias mas tarde con 3 X 10°° LDs, de
esporas STI. La supervivencia de los grupos de control (incluyendo ratones sin contacto con el virus y ratones
vacunados con AV) fue distinguible entre experimentos. De este modo, los datos de mudltiples experimentos se
combinaron para producir un n = 11-36 ratones/grupo.

FIG. 4. Correlacion entre respuesta de suero Ab y supervivencia. Los ratones se inmunizaron i.p. con 8 - 25
pl de AVA més 20 pg de CpG ODN libre o adsorbido por PLG. Dos semanas después de la inmunizacion, se
determinaron titulos de suero IgG anti-PA y TNA, y los ratones se desafiaron i. p con 9 X 10° LDso de esporas STI.
Se muestran los resultados de 4 experimentos independientes que incluyen un total de 130 ratones. (A) Regresion
lineal de titulos IgG anti-PA contra TNA en ratones que sucumbieron a (Q) o sobrevivieron (o) a la infeccion. (B)
Regresion logistica de supervivencia contra titulo IgG anti-PA. (C) Regresion logistica de supervivencia contra titulo
TNA.

Descripcién Detallada de la Invencién

La practica de la presente invencibn empleara, a menos que se indique lo contrario, métodos
convencionales de quimica, quimica de polimeros, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia,
dentro de la destreza de la técnica. Tales técnicas se explican por completo en la bibliografia. Véase, por ejemplo,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Edicion (Easton, Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1990);
Methods of Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan, eds. Academic Press, Inc.); Handbook of Experimental
Immunology, Vols. I-1V (D. M. Weir y C. C. Blackwell, eds., 1986, Blackwell Scientific Publications); Sambrook, et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (22 Edicion, 1989); Handbook of Surface and Colloidal Chemistry (Birdi, K.
S., ed. CRC Press, 1997) y Seymour/Carraher’s Polymer Chemistry (42 edicion, Marcel Dekker Inc., 1996).
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Como se usa en esta especificacion y en cualquiera de las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares

un”, “una”, “el” y “la” incluyen referencias plurales a menos que el contenido claramente dicte lo contrario. De este
modo, por ejemplo, el término “microparticula” se refiere a una 0 mas microparticulas, y similar.

“

A menos que el contexto indique lo contrario, todos los porcentajes y proporciones en el presente
documento se dan sobre una base de peso.

A._Definiciones

Al describir la presente invencion, se emplearan los siguientes términos, y se pretende que se definan como
se indica mas abajo.

El término “microparticula” como se usa en el presente documento, se refiere a una particula de
aproximadamente 10 nm a aproximadamente 15 pm en diametro, mas tipicamente de aproximadamente 200 nm a
aproximadamente 30 um en diametro, e incluso mas tipicamente de aproximadamente 500 nm a aproximadamente
10-20 um en diametro. Las microparticulas de la presente invencién pueden agregarse a masas mas grandes bajo
algunas circunstancias. La microparticula tendra generalmente un didmetro que permita la administracion parental o
por mucosa sin bloquear agujas y capilares. El tamafio de microparticula se determina facilmente mediante técnicas
bien conocidas en la técnica, tales como espectroscopia de correlacion de fotones, difractometria laser y/o
microscopio electrénico de barrido. El término “particula” también puede usarse para indicar una microparticula como
se define en el presente documento.

Las microparticulas de polimero para su uso en el presente documento se forman tipicamente de
materiales que son esterilizables, sustancialmente no tdxicos y biodegradables. Tales materiales incluyen poli(a-
acidos hidroxi), &cidos polihidroxibutiricos, policaprolactonas, poliortoesteres, polianhidridos, y policianoacrilatos (por
ejemplo, polialquilcianoacrilato o “PACA”). Mas tipicamente, las microparticulas para su uso con la presente
invencién son microparticulas de polimero derivadas de poli(a-acidos hidroxi), tales como poli(D,L-lactido-co-
glicdlido) (“PLG”) o un copolimero de D,L-lactido y coprolactona. Las microparticulas de polimero pueden derivarse
de cualquiera de los varios materiales poliméricos iniciales que tienen una variedad de pesos moleculares y, en el
caso de los copolimeros tales como PLG, una variedad de proporciones de mondmero (por ejemplo,
lactido:glicolido), cuya seleccion sera en gran medida una cuestion de eleccion, dependiendo en parte de las
especies co-administradas. Estos parametros se analizan con mas detalla mas abajo.

El término “surfactante” como se usa en el presente documento incluye detergentes, agentes
dispersadores, agentes suspensores, y estabilizantes de emulsion. Los surfactantes catiénicos incluyen, aunque no
se limitan a, bromuro de cetiltrimetilamonio o “CTAB” (por ejemplo, cetrimida), cloruro de benzalconio, DDA (bromuro
de dimetildioctodecil amonio), DOTAP (dioleoil-3-trimetilamonio-propano), quitosano y similares. Los surfactantes
anidnicos incluyen, aunque no se limita a, SDS (dodecil sulfato de sodio), SLS (lauril sulfato de sodio), DSS
(disulfosuccinato), alcoholes grasos sulfatados, y similares. Los surfactantes no idnicos incluyen, aunque no se
limitan a, PVA, povidona (también conocido como polivinilpirrolidona o PVP), ésteres de sorbitan, polisorbatos,
monoesteres de glicol polioxietilados, fenoles de alquil polioxietilados, poloxameros, y similares.

El término “emulsién de submicréon” como se usa en el presente documento se refiere a una emulsion de
aceite en agua que comprende gotas de aceite, todas sustancialmente en un rango de tamafio de hasta 1000 nm,
por ejemplo, de 10 nm a 1000 nm.

El término “preparado farmacoldgico” se refiere a compuestos biolégicamente activos tales como
antibioticos, agentes antivirales, factores del crecimiento, hormonas, antigenos y similares.

El término “adyuvante” se refiere a cualquier sustancia que ayude o modifique la accién de un preparado
farmacologico. Los adyuvantes incluyen, aunque no se limitan a, adyuvantes inmunoldgicos que llevan a uno o mas
de los siguientes efectos, entre otros: una mayor respuesta inmune, una respuesta inmune mas diversificada, una
respuesta inmune acelerada, una respuesta inmune mas persistente/prolongada, y etcétera.

Un “polinucledtido” es un polimero de acido nucleico sintético o natural. Un polinucledtido puede incluir tan
poco como dos nucledtidos. Un “oligonucleétido” es un polinucleétido de peso molecular relativamente bajo, que
tipicamente contiene de 2 a 500 nucleétidos. Los polinucleétidos incluyen secuencias de doble y Unica hebra y se
refieren a, aunque no se limitan a, ADN gendmico, mARN, cADN de mARN, ARN de doble hebra (dsARN) y
oligonucledtidos CpG, entre otros. El término también captura secuencias que incluyen cualquiera de los analogos
de base de ADN y ARN. El término incluye ademas modificaciones, tales como eliminaciones, adiciones y
sustituciones (generalmente conservadoras), por una secuencia nativa, por ejemplo, donde la molécula de acido
nucleico codifica una proteina de antigeno. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de
mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser accidentales, tales como a través de mutaciones de huéspedes que
producen antigenos.
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Como se usa en el presente documento, la expresién “acido nucleico” se refiere a ADN, ARN o quimeras
formadas a partir de los mismos.

Al decir que una especie es una “especie que contienen polinucleétido” se quiere decir que la especie es
una molécula, siendo al menos una parte de ella un polinucledtido.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “oligonucleétido que comprende al menos una
unidad CpG” y “oligonucledtido de CpG” se refieren a un polinucleétido que comprende al menos un dinucleétido
CpG. Los oligonucleétidos que comprenden una unidad CpG pueden comprender mdltiples unidades CpG. Como se
usa en el presente documento, la expresion “unidad CpG” se refiere a una parte o partes de dinucleétido de un
oligonucledtido, que comprenden un nucleétido de citosina seguido por un nucleétido de guanosina. Los analogos de
citosina y guanosina, tales como 5-metilcitosina, también pueden usarse en lugar de guanosina o citosina. Los
oligonucledtidos de CpG pueden variar en gran medida en tamafio oscilando, por ejemplo, entre 2, 5, 10, 20, 50,
100, 200 y 500 nucledtidos.

Un “monosacarido” es un alcohol polihidrico, es decir, un alcohol que ademas comprende un grupo
aldehido (en cuyo caso el monosacarido es una aldosa) o un grupo ceto (en cuyo caso el monosacarido es una
cetosa). Los monosacaridos tipicamente contienen de 3-10 carbonos. Ademas, los monosacéridos tiene
comunmente la formula empirica (CH20), donde n es un nimero entero de tres o mayor, tipicamente 3-10. Ejemplos
de aldosas de 3-6 carbonos incluyen gliceraldehido, eritosa, treosa, ribosa, 2-deoxiribosa, arabinosa, xilosa, lixosa,
alosa, altrosa, glucosa, manosa, gulosa, idosa, lactadosa, y talosa. Ejemplos de cetosas de 3-6 carbonos incluyen
dihidroxiacetona, eritrulosa, ribulosa, xilulosa, psicosa, fructosa, sorbosa, y tagatosa. Los monosacéridos que
ocurren de manera natural se encuentran normalmente en forma de D-isomero, en oposicion a la forma L. Un
“oligosacarido” se refiere a un polimero de monosacarido relativamente corto, es decir, uno que contiene de 2 a 30
unidades de monosacarido. Un “polisacarido” es un polimero de monosacarido que esta mas alla de la longitud del
monosacérido (es decir, uno que contiene mas de 30 unidades de monosacérido). Ademas, como se usa en el
presente documento, el término “polisacarido” también se refiere a un polimero de monosacarido que contiene dos o
méas monosacaridos unidos. Para evitar cualquier ambigiiedad, la segunda definicién se aplicara en todo momento, a
menos que haya indicaciones explicitas de lo contrario. Los monosacéaridos se unen tipicamente mediante uniones
glicosidicas. La definicion abarca tanto los polisacaridos de longitud completa, que ocurren de manera natural como
los fragmentos de los mismos. Los términos también incluyen modificaciones, tales como eliminaciones, adiciones y
sustituciones por las secuencias nativas de polisacarido.

Como se usa en el presente documento el término “sacarido” abarca monosacaridos, oligosacaridos y
polisacaridos. Una “especie que contiene sacarido” es una molécula, siendo al menos una parte de la misma un
sacérido. Ejemplos incluyen antigenos de sacarido, antigenos que comprenden sacéridos conjugados con péptidos
transportadores, y etcétera.

Los términos “polipéptido” y “proteina” se refieren a polimeros de residuos de aminoacido y no se limitan a
una longitud minima del producto. De este modo, péptidos, oligopéptidos, dimeros, multimeros, y similares se
incluyen en la definicion. La definicién abarca tanto proteinas de longitud completa como fragmentos de las mismas.
Los términos también incluyen modificaciones, tales como eliminaciones, adiciones y sustituciones (generalmente
conservadoras en naturaleza), por una secuencia nativa, por ejemplo, de tal manera que la proteina mantenga la
habilidad para obtener una respuesta inmunoldgica o tenga un efecto terapéutico sobre el sujeto al que se administra
la proteina.

Una “especie que contiene polipéptido” es una molécula, siendo al menos una parte de la misma un
polipéptido. Los ejemplos incluyen polipéptidos, proteinas tales como glicoproteinas, antigenos de sacarido
conjugados con proteinas transportadoras, y etcétera.

Por “antigeno” se entiende una molécula que contiene uno o mas epitopos capaces de estimular el sistema
inmune de un huésped para hacer una respuesta inmune especifica de antigeno celular cuando el antigeno esta
presente, o0 una respuesta de anticuerpo humoral. Un antigeno puede ser capaz de obtener una respuesta celular
y/o humoral por si mismo o cuando esta presente en combinacién con otra molécula.

Un “epitopo” es esa porcion de una molécula antigénica o complejo antigénico que determina su
especificidad inmunoldgica. Un epitopo esta dentro del alcance de la presente definicién de antigeno. Cominmente,
un epitopo es un polipéptido o polisacarido en una antigeno que ocurre de manera natural. En antigenos artificiales,
puede ser una sustancia de bajo peso molecular tal como un derivado de acido arsanilico. Un epitopo reaccionara
especificamente in vivo 0 in vitro con, por ejemplo, anticuerpos homélogos e linfocitos T. Descriptores alternativos
son determinante antigénico, agrupamiento estructural antigénico y agrupamiento hapténico.

Un epitopo de polipéptido puede incluir, por ejemplo, entre aproximadamente 5-15 aminoacidos. Los
epitopos de un antigeno dado pueden identificarse usando cualquier nimero de técnicas de mapeo de epitopos,
bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols, en Methods in Molecular Biology, Vol.
66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, Nueva Jersey. Por ejemplo, los epitopos lineales pueden



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2434029 T3

determinarse, por ejemplo, sintetizando simultaneamente grandes numeros de péptidos sobre soportes sélidos,
correspondiendo los péptidos a partes de la molécula de la proteina, y reaccionando los péptidos con anticuerpos
mientras los péptidos estan aun unidos a los soportes. Tales técnicas son conocidas en la técnica y se describen,
por ejemplo, en Patente de Estados Unidos N° 4.708.871; Geysen et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. Usa 81:3998-
4002; Geysen et al. (1986) Molec. Immunol. 23:709-715. Similarmente, los epitopes conformacionales se identifican
facilmente determinando la conformacién espacial de aminoacidos tales como, por ejemplo, mediante cristalografia
de rayos x y resonancia magnética nuclear bidimensional. VVéase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols, supra.

Donde se usa un sacarido o antigeno de carbohidrato, puede conjugarse con una proteina transportadora
con el fin de mejorar la inmunogenicidad como es conocido en la técnica de las vacunas. Las proteinas
transportadoras preferentes son toxinas bacterianas o toxoides, tales como toxoides de difteria y tétanos. Otras
proteinas transportadoras adecuadas incluyen proteina de membrana externa de N. meningitidis (Solicitud de
Patente Europea 0372501), péptidos sintéticos (Solicitud de patente europea 037881; solicitud de patente europea
0427347), proteinas de choque térmico (Solicitud de patente internacional W098/58668; solicitud de patente
europea 0471177), proteina D de H. Influenzae (Solicitud de patente internacional WO00/56360), toxina A o B de C.
difficile (Solicitud de patente internacional WO00/61761), y etcétera. Puede usarse cualquier reaccion de conjugacion
adecuada, con cualquier enlazador, donde sea necesario. Los antigenos téxicos de proteina pueden desintoxicarse
donde sea necesario (por ejemplo, desintoxicacion de toxina de pertussis mediante medios quimicos (Rappuoli et al.
(1991) TIBTECH 9:232-238).

El término “antigeno” como se usa en el presente documento indica antigenos de subunidades, es decir,
antigenos que estan separados o diferenciados de un organismo entero con el que el antigeno se asocia por
naturaleza, asi como organismos eliminados, atenuados o inactivados. Los anticuerpos tales como anticuerpos anti-
idiotipo, o fragmentos de los mismos, y mimotopos de péptido sintéticos, que pueden imitar un antigeno o
determinante antigénico, también se capturan bajo la definicion de antigeno como se usa en el presente documento.

Similarmente, un oligonucleétido o polinucleétido que expresa una proteina inmunogénica, o determinante
antigénico in vivo, tal como en aplicaciones de inmunizacion de &cido nucleico, también se incluye en la definicion de
antigeno en el presente documento.

Ademas, para fines de la presente invencion, un “antigeno” se refiere a una proteina, que incluye
modificaciones, tales como eliminaciones, adiciones y sustituciones (generalmente conservadoras en naturaleza) por
la secuencia nativa, siempre y cuando la proteina mantenga la habilidad para obtener una respuesta inmunoldgica.
Estas modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser
accidentales, tales como a través de mutaciones de huéspedes que producen los antigenos.

Una “respuesta inmunoldégica” a un antigeno o composicion es el desarrollo en un sujeto de una respuesta
inmune humoral y/o celular a moléculas presente en la composicion de interés. Para fines de la presente invencion,
una “respuesta inmune humoral” se refiere a una respuesta inmune mediada por moléculas de anticuerpo, mientras
que una “respuesta inmune celular” es la mediada por linfocitos T y/o otros glébulos blancos. Un aspecto importante
de la inmunidad celular incluye una respuesta especifica de antigeno por células T citoliticas (“CTLs”). CTLs tienen
especificidad para antigenos de péptidos que se presentan en asociacion con proteinas codificadas por el complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) y se expresan sobre superficies de células. CTLs ayudan a inducir y promover
la destruccion intracelular de microbios intracelulares, o la lisis de células infectadas con tales microbios. Otro
aspecto de inmunidad celular incluye una respuesta especifica de antigeno por las células T ayudantes. Las células
T ayudantes actian para ayudar a estimular la funcién, y concentran la actividad de células efectoras no especificas
contra células que muestran antigenos de péptido en asociacion con moléculas de CMH sobre su superficie. Una
“respuesta inmune celular” también se refiere a la produccidn de citoquinas, quimioquinas y otras moléculas
producidas por células T activadas y/o otros globulos blancos, incluyendo aquellas derivadas de células T CD4+ y
CD8+. Una composicién tal como una composicion inmunogénica o vacuna que obtiene una respuesta inmune
celular puede servir para sensibilizar un sujeto vertebrado mediante la presentacion de antigeno en asociacion con
moléculas de CMH en la superficie celular. La respuesta inmune mediada por la célula se dirige a, o cerca de,
células que presentan antigeno en su superficie. Ademas, pueden generarse linfocitos T especificos de antigeno
para permitir la futura proteccién de un huésped inmunizado. La habilidad de un antigeno o composicion particular
para estimular una respuesta inmunoldgica mediada por la célula puede determinarse mediante un nimero de
ensayos, tal como ensayos linfoprofileracion (activacion de linfocitos), ensayos celulares citotoxicos CTL, evaluando
linfocitos T especificos para el antigeno en un sujeto sensibilizado, o0 mediante mediciéon de produccién de citoquinas
por células T en respuesta a la estimulacion con antigeno. Tales ensayos son bien conocidos en la técnica. Véase,
por ejemplo, Erickson et al., J. Immunol. (1993) 151:4189-4199; Doe et al., Eur. J. Immunol. (1994) 24:2369-2376. El
antigeno de interés puede también obtener una respuesta inmune mediada por anticuerpo. Por ello, una respuesta
inmunolégica puede incluir uno o mas de los siguientes efectos: la produccion de anticuerpos por células B; y/o la
activacion de células T supresoras y/o células T yd dirigidas especificamente a un antigeno o antigenos presentes
en la composiciéon o vacuna de interés. Estas respuestas pueden servir para neutralizar infectividad, y/o mediar
complemento de anticuerpo, o citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) para proporciona proteccion
a un huésped inmunizado. Tales respuestas pueden determinarse usando inmunoensayos estandares y ensayos de
neutralizacion, bien conocidos en la técnica, por ejemplo, radioinmunoensayos y ELISAs.
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Las composiciones inmunogénicas de la presente invencidon muestran “inmunogenicidad mejorada” cuando
poseen una mayor capacidad para obtener una respuesta inmune que la respuesta inmune obtenida por una
cantidad equivalente del antigeno en una composicion diferenciada. De este modo, una composicién puede mostrar
“inmunogenicidad mejorada” por ejemplo, porque la composicion genera una respuesta inmune mas fuerte, o porque
es necesario una dosis mas baja de antigeno para conseguir una respuesta inmune en el sujeto al que se
administra, o porque la composicidn provoca una respuesta inmune mas persistente/prolongada, porque la
composicion provoca mas rapidamente una respuesta inmune, y etcétera. Tal inmunogenicidad mejorada puede
determinarse, por ejemplo, administrando las composiciones de la invencién, y controles de antigeno, a animales y
comparando los resultados del ensayo de los dos.

Como se usa en el presente documento, “tratamiento” (incluyendo variaciones del mismo, por ejemplo,
“tratar” o “tratado/a”) se refiere a cualquiera de (i) la prevencién de infeccion por un patégeno o la prevencion de un
trastorno, (ii) la reduccién o eliminacién de sintomas asociados con un patdégeno o trastorno, y (iii) la eliminacién
sustancial o completa del patégeno o trastorno en cuestion. El tratamiento puede efectuarse profilacticamente (antes
de la llegada del patégeno o trastorno en cuestion) o terapéuticamente (después de la llegada del mismo).

Los términos “cantidad efectiva” o “cantidad terapéuticamente efectiva” de una composicién inmunogénica
de la presente invencion se refieren en el presente documento a una cantidad suficiente de la composicion
inmunogénica para tratar una condicion de interés. La cantidad exacta requerida variard de sujeto a sujeto,
dependiendo, por ejemplo, de la especie, edad, y condicién general del sujeto; la severidad de la condicién a ser
tratada; el antigeno particular de interés; en el caso de una respuesta inmunolégica, la capacidad del sistema
inmune del sujeto para sintetizar anticuerpos, por ejemplo, y el grado de protecciéon deseado; y el modo de
administracion, entre otros factores. Un experto en la técnica puede determinar una cantidad “efectiva” apropiada en
cualquier caso individual. De este modo, una “cantidad terapéuticamente efectiva” correspondera tipicamente en un
rango relativamente amplio que puede determinarse a través de ensayos rutinarios.

Por “sujeto vertebrado” o “animal vertebrado” se entiende cualquier miembro de los cordados subfilos,
incluyendo, aunque sin limitacién, mamiferos tales ganado, ovejas, cerdos, cabras, caballos y humanos; animales
domeésticos tales como perros y gatos; y aves, incluyendo aves domeésticas, salvajes y de juego tales como gallos y
gallinas incluyendo pollos, pavos y otras aves gallindceas. El término no denota una edad particular. De este modo,
tanto animales adultos como recién nacidos estan cubiertos.

Por “farmacéuticamente aceptable” o “farmacolégicamente aceptable” se entiende un material que no es
bioldgicamente indeseable de otra manera, es decir, el material que puede administrarse a un individuo sin causar
ningun efecto bioldgico excesivamente indeseable o sin interactuar de una manera excesivamente nociva con
cualquiera de los componentes de la composicion en la que esta contenido.

El término “excipiente” se refiere esencialmente a cualquier sustancia accesorio que pude estar presente en
la forma finalizada de dosis. Por ejemplo, el término “excipiente” incluye vehiculos, aglutinante, desintegrantes,
rellenos (diluyentes), lubricantes, glidantes (potenciadores de flujo), ayudantes de compresion, colores, endulzantes,
conservantes, agentes suspensores/dispersantes, formadores de pelicula/bafios, saborizantes y tintas de impresion.

Por “pH fisiolégico” o “pH en el rango fisioldgico” se entiende un pH en el rango de aproximadamente 7,2 a
8,0 incluidos, mas tipicamente en el rango de aproximadamente 7,2 a 7,6 incluidos.

Como se usa en el presente documento, la expresion “construccion de vector” generalmente se refiere a
cualquier construccion que sea capaz de dirigir la expresion de una secuencia o secuencias 0 gen o genes de &cido
nucleico de interés. Una construccion de vector tipicamente incluye elemento(s) promotor(es)/potenciador(es),
elemento(s) que define(n) el lugar, y otro(s) elemento(s) que controle(n) la expresién de gen a través de otros
medios tales como union alternativa, exportacion de ARN nuclear, modificacion post-traslacional de mensajero, o
modificacién post-traslacional de proteina. Ademas, la construccidon de vector tipicamente incluye una secuencia
que, cuando se transcribe, esta operablemente unida a la secuencia 0 secuencias o0 gen o genes de interés y actia
como una secuencia de iniciacién de traslacion. La construccion de vector también puede opcionalmente incluir una
sefial que dirija la poliadenilacion, un marcador detectable, asi como uno o mas sitios de restriccion y una secuencia
de terminacion de traslacion. Ademas, si la construccién del vector se coloca en un retrovirus, la construccion del
vector puede incluir una sefial de empaquetamiento, repeticiones terminales largas (RTL), y sitos de enlace de
cebador Gram negativo apropiados para el retrovirus usado (si estos no estan ya presentes).

Una “construccion de vector de ADN” se refiere a una molécula de ADN que es capaz de dirigir la expresion
de una secuencia o0 secuencias 0 gen o genes de acido nucleico de interés. Un tipo especifico de construccién de
vector de ADN es un plasmido, que es una molécula de ADN circular episomal capaz de réplica autbnoma dentro de
una célula huésped. Tipicamente, un pldsmido es un bucle de ADN de doble hebra circular al que pueden ligarse
segmentos adicionales de ADN. pCMV es un plasmido especifico que es bien conocido en la técnica. Un vector
pCMV preferente es uno que contenga el potenciador/promotor inmediato-temprano de CMV y un terminador de
hormona del crecimiento bovino. Se describe en detalle en Chapman, B. S., et al. 1991. “Efecto de intrén A de gen
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inmediato temprano de citomegalovirus humano (Towne) en expresion heterdloga en células”. Nucleic Acids Res.
19:3979-86.

Se conocen otras construcciones de vector de ADN, que se basan en virus de ARN. Estas construcciones
de vector de ADN tipicamente comprenden un promotor que funciona en una célula eucaridtica, 5’ de una secuencia
de cADN para la que el producto de transcripcion es una construccion de vector de ARN (por ejemplo, un replicon de
vector de ARN alfavirus), y una region de terminacion 3'. La construccion del vector de ARN comprende
preferentemente un genoma de ARN de un picornavirus, togavirus, flavivirus, coronavirus, paramixovirus, virus de
fiebre amarilla, o alfavirus (por ejemplo, virus de Sindbis, virus del bosque de Semliki, virus de la encefalitis equina
venezolana, o virus del rio Ross), que se han modificado mediante la sustitucién de uno o0 mas genes estructurales
de proteina por una secuencia heteréloga seleccionada de acido nucleico que codifica un producto de interés. Las
construcciones de vector de ARN pueden obtenerse mediante transcripcién in vitro de una plantilla de ADN. Los
ejemplos especificos incluyen plasmidos basados en virus de Sindbis (pSIN), tal como pSINCP, descrito, por
ejemplo, en Patentes de Estados Unidos 5.814.482 y 6.015.686, asi como en las Solicitudes de Patente
Internacional WO 97/38087, WO 99/18226 y de propiedad comin WO 02/26209. La construccion de tales vectores,
en general, se describe en las Patentes de Estados Unidos 5.814.482 y 6.015.686.

Otros ejemplos de construcciones de vector incluyen construcciones de vector de ARN (por ejemplo,
construcciones de vector de alfavirus) y similares. Como se usa en el presente documento, “construccion de vector
de ARN”, “replicon de vector de ARN” y “replicon” se refieren a una molécula de ARN que es capaz de dirigir su
propia amplificacion o auto-réplica in vivo, tipicamente dentro de una célula diana. La construccion de vector de ARN
se usa directamente, sin el requisito de introducir ADN en una célula y transportar al nicleo donde ocurriria la
transcripcion. Al usar el vector de ARN para una entrega directa en el citoplasma de la célula huésped, la réplica
auténoma y la traslacion de la secuencia heterdloga de acido nucleico ocurren de manera eficiente.

B. Métodos Generales
1. Microparticulas

Los polimeros utiles para formar microparticulas para composiciones inmunogénicas descritas en el
presente documento incluyen homopolimeros, copolimeros y mezclas de polimeros derivadas de los siguientes:
acido polihidroxibutirico (también conocido como polihidroxibutirato), acido polihidroxivalérico (también conocido
como polihidroxivalerato); acido poliglicélico (PGA) (también conocido como poliglicélido); acido polilactico (PLA)
(también conocido como polilactido); polidioxanona; policaprolactona; poliortoester; y polianhidrido. Més tipicos son
poli(acido a-hidroxi), tal como poli(lactido) (“PLA”), un copolimero de lactido y glicélido, por ejemplo, poli(D,L-lactido-
co-glicolido) (“PLG”), o un copolimero de D,L-lactido y caprolactona.

Los polimeros anteriores estan disponibles en una variedad de pesos moleculares, y un experto en la
técnica determina facilmente el peso molecular apropiado para un uso dado. De este modo, por ejemplo, un peso
molecular adecuado para PLA puede estar en el orden de aproximadamente 2000 a 5000. Un peso molecular
adecuado para PLG puede oscilar entre aproximadamente 10.000 y aproximadamente 200.000, tipicamente entre
aproximadamente 15.000 y aproximadamente 150.000.

Cuando se usan copolimeros, pueden estar disponibles copolimeros con una variedad de proporciones de
mondmero. Por ejemplo, donde se usa PLG para formar las microparticulas, una variedad de proporciones molares
lactido:glicolido encontrardn uso en el presente documento, y la proporciébn es en gran parte una cuestion de
eleccion, dependiendo en parte de cualquier especie co-administrada adsorbida y/o atrapada y el indice deseado de
degradacion. Por ejemplo, un polimero PLG 50:50, que contiene 50% D,L-lactido y 50% glicélido, proporcionara un
copolimeros rapido re-absorbente mientras que PLG 75:25 se degrada méas despacio, y 85:15 y 90:10, incluso méas
despacio, debido al mayor componente de lactido. Las mezclas de microparticulas con proporciones variadas
lactido:glicolido pueden también encontrar uso con el fin de conseguir la cinética deseada de liberacion. El indice de
degradacion de las microparticulas de la presente invencion también puede controlarse mediante factores tales
como peso molecular de polimero y cristalinidad de polimero.

Los copolimeros PLG con proporciones lactido:glicélido y pesos moleculares variados estan facilmente
disponibles en el mercado en un namero de fuentes que incluyen Boehringer Ingelheim, Alemania y Birmingham
Polymers, Inc., Birmingham, AL. Algunos copolimeros PLG ejemplares incluyen: (a) RG 502, un PLG que tiene una
proporcion molar lactido/glicolido 50:50 y un peso molecular de 12.000 Da; (b) RG 503, un PLG que tiene una
proporcion molar lactido/glicélido 50:50 y un peso molecular de 34.000 Da; (c) RG 504, un PLG que tiene una
proporcion molar lactido/glicolido 50:50 y un peso molecular de 48.000 Da, (d) RG 752, un PLG que tiene una
proporcion molar lactido/glicolido 75:25 y un peso molecular de 22.000 Da; y (e) RG 755, un PLG que tiene una
proporcion molar lactido/glicélido 75:25 y un peso molecular de 68.000 Da. Los polimeros PLG también pueden
sintetizarse mediante una simple policondensacion del componente de &cido lactico usando técnicas bien conocidas
en la técnica, tales como las descritas en Tabata et al., J. Biomed. Mater. Res. (1988) 22:837-858.

Cuando se usan, los polimeros poli(D,L-lactido-co-glicolido) son tipicamente aquellos que tienen una
proporcion molar lactido/glicélido que oscila entre 20:80 y 80:20, mas tipicamente entre 40:60 y 60:40, y que tienen
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un peso molecular que oscila entre 10.000 y100.000 Daltons, mas tipicamente entre 20.000 Daltons y 70.000
Daltons.

Puede pensarse que las microparticulas biodegradables son un tipo particular de adyuvante inmunoldégico.
Se cree que las microparticulas biodegradables mejoran la absorcién y procesamiento de antigeno adsorbido por las
células presentadoras de antigeno (CPAs). Briones, M. et al. 2001. “La preparacién, caracterizacion y evaluacion de
microparticulas catiénicas para entrega de vacuna de ADN”. Pharm. Res. 18:709-712. Denis-Mize, K. S., et al., 2000.
“ADN de plasmido adsorbido en microparticulas catidnicas media la expresién de gen diana y la presentacion de
antigenos por células dendriticas”. Gene Ther. 7.2105-2112. Denis-Mize, K. S., et al. 2003. “Mecanismo de mayor
inmunogenicidad para vacunas con base de ADN adsorbidas en microparticulas catidnicas”. Cell Immunol. 225:12-
20. O’'Hagan, D., eta I. 2001. “Induccién de respuestas inmunes potentes por microparticulas catiénicas con vacunas
de ADN de virus de inmunodeficiencia humano adsorbido”. J. Virol. 75:9037-9043. Singh, M. et al. 2004.
“Microparticulas de polilactido co-glicélido cargadas como sistemas de entrega de antigeno”. Expert. Opin. Biol Ther.
4:483-491. Singh, M., et al. 1997: “Microparticulas de liberacion controlada como una vacuna para hepatitis B en una
Unica dosis: evaluacion de inmunogenicidad en ratones”. Vaccine 15:475-481. Singh, M., et al. 2001.
“Microparticulas catiénicas son un sistema efectivo de entrega para CpG ADN estimulante inmune”. Pharm. Res.
18:1476-1479.

Las microparticulas se preparan usando cualquiera de los varios métodos bien conocidos en la técnica. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, técnicas de doble evaporacion emulsion/disolvente, tales como aquellas descritas
en la Patente de Estados Unidos N° 3.523.907 y Ogawa et al, Chem. Pharm. Bull. (1988) 36:1095-1103, pueden
usase en el presente documento para hacer las microparticulas. Estas técnicas incluyen la formaciéon de una
emulsién primaria que comprende gotas de solucién de polimero, que posteriormente se mezclan con una fase
acuosa continua que contiene un estabilizador de particula/surfactante.

En otras realizacion, las microparticulas también pueden formarse usando secado por aspersion y
coacervacion como se describe, por ejemplo, en Thomasin et al., J. Controlled Release (1996) 41:131, Patente de
Estados Unidos N° 2.800.457; Masters, K. (1976) Spray Drying 22 Ed. Wiley, Nueva York; técnicas de bafio en
suspension de aire, tales como recubrimiento con cacerola o recubrimiento Wurster, como se describe en Hall et al.,
(1980) The Wourster Process in Controlled Release Technologies: Methods, Theory and Application” (A. F.
Kydonieus, ed.), Vol. 2, paginas 133-154 CRC Press, Boca Raton, Florida y Deasy, P. B., Crit. Rev. Ther. Drug
Carrier Syst. (1988) S(2):99-139; y gelificacion i6nica como describe, por ejemplo, Lim et al., Science (1980)
210:908-910.

En realizaciones preferente, puede usarse un sistema de evaporacion de disolvente en agua en aceite en
agua (a/a/a) para formar las microparticulas, junto con lineas descritas por O’Hagan e tal., Vaccine (1993) 11:965-
969, PCT/US99/17308 (WO 00/06123) para O’Hagan et al. y Jeffery et al., Pharm. Res. (1993) 10:362.

En general, un polimero de interés, tal como PLG, se disuelve en un disolvente organico, tal como acetato
de etilo, dimetilcloruro (también llamado cloruro de metileno y diclorometano), acetonitrilo, acetona, cloroformo, y
similares. El polimero se proporcionara tipicamente en una solucién de aproximadamente 1-30% peso, mas
tipicamente de aproximadamente 2-15% peso, incluso mas tipicamente de aproximadamente 3-10% peso y lo mas
tipicamente de aproximadamente 4-8% peso, en un disolvente organico. La solucion de polimero se combina
después con un primer volumen de solucién acuosa y se emulsiona para formar una emulsién a/a. La solucion
acuosa puede ser, por ejemplo, agua desionizada, solucion salina normal, un solucién amortiguada, por ejemplo,
tampon fosfato salino (PBS), o una solucién tampdn de &cido citrato de sodio/etilenodiaminatetraacético (citratro de
sodio/ETDA), entre otros. Las Ultimas soluciones pueden (a) proporcionar una tonicidad, es decir, osmolalidad, que
es esencialmente la misma que la de los fluidos fisioldgicos normales y (b) mantener un pH compatible con
condiciones fisioldgicas normales. Alternativamente, la tonicidad y/o caracteristicas de pH de las composiciones de
la presente invencion pueden ajustarse después de la formacion de microparticulas y antes de la administracion.
Preferentemente, la proporcion de volumen de solucion de polimero con solucién oscila entre aproximadamente 5:1
y aproximadamente 20:1, mas preferentemente aproximadamente 10:1. La emulsificacion se realiza usando
cualquier equipo apropiado para esta tarea, y es tipicamente un dispositivo de alto cizallamiento tal como, por
ejemplo, un homogenizador.

En algunas realizaciones, uno o mas componentes adicionales estan atrapados dentro de las
microparticulas. Por ejemplo, un antigeno y/o adyuvante inmunolégico puede estar atrapado afiadiendo el mismo (a)
a la solucién de polimero, si esta en forma que sea soluble en aceite 0 que pueda dispersarse en aceite o (b) a la
solucién acuosa, si esta en forma soluble en agua o que pueda dispersarse en agua.

Un volumen de la emulsién a/a se combina después con un segundo volumen mayor de una solucion
acuosa, que tipicamente contiene un surfactante. La proporcidon de volumen de la soluciéon acuosa con la emulsion
a/a oscila entre aproximadamente 2:1 y 10:1, mas tipicamente aproximadamente 4:1. Ejemplos de surfactantes
apropiados para la practica de la invencion estan enumerados mas arriba. Aquellos expertos ordinarios en la técnica
pueden seleccionar facilimente surfactantes apropiados para el tipo de especie a ser adsorbida. Por ejemplo,
microparticulas fabricadas en presencia de surfactantes cargados, tales como surfactantes aniénicos o catiénicos,
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pueden producir microparticulas con una superficie que tiene una carga de red negativa o de red positiva, que
pueden adsorber una amplia variedad de moléculas. Por ejemplo, las microparticulas fabricadas con surfactantes
anionicos, tales como dodecilsulfato sodico (DSS), por ejemplo, microparticulas DSS-PLG, pueden adsorber
especies positivamente cargadas, por ejemplo, especies que contienen polipéptido tales como proteinas.
Similarmente, las microparticulas fabricadas con surfactantes catiénicos, tales como CTAB, por ejemplo,
microparticulas de PLG/CTAB, pueden adsorber especies negativamente cargadas, por ejemplo, especies que
contienen polinucleétido tales como ADN, ARN u oligonucleétidos. Donde la especies a ser adsorbidas tienen
regiones de carga positiva y negativa, pueden ser apropiados los surfactantes catiénicos o aniénicos o no iénicos.
Ciertas especies pueden adsorber mas rapidamente microparticulas que tienen una combinaciéon de surfactantes.
Ademas, en algunos casos, puede desearse afadir surfactante a la solucién organica anterior.

Donde se usa un surfactante catiénico tal como CTAB, tipicamente se proporciona en una solucion de
aproximadamente 0,00025-1%, mas tipicamente una solucién de aproximadamente 0,00025-0,1%. Donde se usa un
surfactante aniénico tal como DSS, tipicamente se proporciona en una solucion de aproximadamente 0,00001-
0,25%, mas tipicamente una soluciéon de aproximadamente 0,00001-0,0025%. Donde se usa un surfactante no
i6nico tal como PVA, tipicamente se proporciona en una solucion de aproximadamente 2-15%, mas tipicamente una
solucion de aproximadamente 4-10%. Para un surfactante cationico, tipicamente se usa una proporcion peso a peso
surfactante con polimero en el rango de desde aproximadamente 0,00001:1 a aproximadamente 0,5:1; mas
tipicamente desde aproximadamente 0,001:1 a aproximadamente 0,1:1; e incluso mas tipicamente desde
aproximadamente 0,0025:1 a aproximadamente 0,05:1; para un surfactante aniénico tal como DSS, tipicamente se
usa una proporcion peso a peso surfactante con polimero en el rango de desde aproximadamente 0,00001:1 a
aproximadamente 0,25:1, mas tipicamente desde aproximadamente 0,0001:1 a aproximadamente 0,0025:1; para un
surfactante no iénico tal como PVA, tipicamente se usa una proporcién peso a peso surfactante con polimero en el
rango de desde aproximadamente 0,001:1 a aproximadamente 0,1:1; se usa mas tipicamente desde
aproximadamente 0,0025:1 a aproximadamente 0,05:1.

La mezcla después se homogeniza para producir una emulsion doble estable a/a. Cada una de las etapas
anteriores de homogenizacion se realiza tipicamente a una temperatura ambiente (es decir, 25 °C) o0 menos, mas
tipicamente, por ejemplo, mientras se enfria dentro de un bafio de hielo.

Los disolventes organicos después se evaporan. Después de la evaporacion, las microparticulas pueden
usarse, por ejemplo, liofilizadas para uso futuro.

Los pardmetros de formulacion pueden manipularse para permitir la preparacion de microparticulas
pequefias en un orden de 0,05 um (50 nm) a microparticulas méas grandes de 50 pum o incluso méas grandes. Véase,
por ejemplo, Jeffery et al., Pharm. Res. (1993) 10:362-368; McGee et al., J. Microencap. (1996). Por ejemplo, la
agitacion reducida tipicamente da como resultado microparticulas mas grandes, como lo hace un incremento en el
volumen de fase interna y un incremento en la concentracién de polimero. Las particulas pequefas tipicamente se
producen mediante una mayor agitacién asi como volimenes bajos de fase acuosa, altas concentraciones de
estabilizadores de emulsion y un descenso en la concentracion de polimero.

El tamafio de particula puede determinarse, por ejemplo, mediante dispersion de luz laser, usando por
ejemplo, un espectrémetro que incorpora un laser de helio-neén. Generalmente, el tamafio de particula se determina
a temperatura ambiente e incluye multiples andlisis de la muestra en cuestion (por ejemplo, 5-10 veces) para
producir un valor medio para el didmetro de particula. El tamafio de particula también se determina facilmente
usando microscopio electronico de barrido (MEB).

Después de la preparacion, una variedad de componentes pueden mezclarse con las microparticulas,
incluyendo un antigeno y/o un adyuvante inmunolégico y la formulacién resultante puede liofilizarse antes de su uso
si se desea. Tipicamente, estos compontes se afiaden a las microparticulas en el contexto de una solucién o
dispersion acuosa. En algunos casos, estas especies se adsorberan a la superficie de las microparticulas (véase,
por ejemplo, los Ejemplos méas abajo en los que los oligonucleétidos se adsorben a la superficie de microparticula).
El contenido de la especie adsorbida puede determinarse usando técnicas estandares.

De este modo, las microparticulas de polimero de la presente invencién pueden tener una variedad de
componentes adsorbidos en las mismas, asi como una variedad e componentes atrapados o encapsulado dentro de
ellas.

2. Antigenos

Las composiciones y kits inmunogénicos de la presente invencién también incluyen uno o mas antigenos B.
anthracis, que puede, por ejemplo, adsorberse en la superficie de las microparticulas de polimero, atraparse dentro
de las microparticulas de polimero, disolverse o dispersarse en la solucién, y/o proporcionarse o atraparse dentro de
una poblacién separada de microparticulas (incluyendo microparticulas organicas, tales como microparticulas de
polimero, o microparticulas inorganicas, tales como microparticulas de hidroxido de aluminio). En la invencion, el
antigeno se adsorbe en microparticulas de hidréxido de aluminio. Como se ha indicado anteriormente, los antigenos
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para su uso en conjunto con la presente invencién incluyen organismos eliminados, atenuados o inactivados asi
como antigenos de subunidad. En la invencién el antigeno es un antigeno de subunidad que es un antigeno que
contiene un péptido. Los antigenos incluyen especies que contienen polipéptido, tales como proteinas y otros
polipéptidos (por ejemplo, antigeno protector (AP)), especies que contienen polisacarido, y especies que contienen
polinucleétido que expresan proteinas o polipéptidos inmunogénicos. Ejemplos de antigenos que contienen
polinucleétido incluyen, por ejemplo, (a) secuencias de acido nucleico que directamente codifican antigenos que
contienen polipéptido (por ejemplo, moléculas de mMARN) y (b) construcciones de vector que indirectamente codifican
antigenos que contienen polipéptidos, por ejemplo, construcciones de vector que expresan secuencias heterélogas
de acido nucleico, que a su vez codifican antigenos que contienen polipéptido (por ejemplo, construcciones de vector
de ADN y construcciones de vector de ARN).

Como se ha indicado anteriormente, la vacuna adsorbida contra el antrax (AVA) es la Unica vacuna para
antrax autorizada para uso humano en los Estados Unidos de América, y es de este modo una fuente beneficiosa de
antigeno para la practica de la presente invencion. Como se describe en la Solicitud de Patente de Estados Unidos
2004/0082530, la vacuna actual se produce a partir de filtrados estériles obtenidos de cultivos de lotes de B.
anthracis V770-NP1-R, una cepa de produccion derivada de la cepa Sterne (Sterne (1939). Onderstepoort, J. Vet.
Sci. Anim. Indust. 13:313-317. El filtrado que contiene AP se adsorbe en el hidréxido de aluminio (véase, por
ejemplo, Puziss et al. (1963) Appl. Microbiol. 11:330-334). Ademas, se han desarrollado un ndmero de sistemas
alternativos de expresion (bacteriana) procaridtica para produccion de antigeno, incluyendo un sistema de expresion
de Escherichia coli (Vodkin et al. (1983) Cell 34:693-697), un sistema de expresion de Salmonella typhimurium
(Coulson et al. (1994) Vaccine 12:1395-1401), un sistema de expresion de Bacillus subtilis (véase, por ejemplo,
Patente de Estados Unidos N° 6.267.966 de Baillie; lvins et al. (1986) Infection and Immunity 54:537-542; y Baillie et
al. (1994) Let. Appl. Microbiol. 19:225-227), y un numero de sistemas de expresion recombinantes de Bacillus
anthracis que son asporogénicos o incapaces de producir las toxinas LF o EF (véase, por ejemplo, Patente de
Estados Unidos N° 5.840.312 de Mock et al. y Patente de Estados Unidos N° 6.316.006 de Worsham et al.).
Ademas, se conoce la secuencia genética completa para el antigeno AP de B. anthracis (Welkos et al. (1988) Gene
69:287-300) y esta publicamente disponible, permitiendo el desarrollo y produccién de una amplia variedad de
antigenos, incluyendo antigenos que contienen polipéptido y polinucleétido. Por ejemplo, la Solicitud de Patente de
Estados Unidos 2004/0082530 describe acidos nucleicos que contienen secuencias que codifican antigenos de
polipéptido obtenidos o derivados de B. anthracis, incluyendo secuencias que codifican el antigeno AP y secuencias
que codifican otros antigenos tales como fragmentos de los antigenos EF o LF, que pueden insertarse en las
construcciones apropiadas de vector usando técnicas conocidas.

3. Adyuvantes Inmunolégicos

Ademas de las microparticulas de polimero y al menos un tipo de antigeno de B. anthracis, las
composiciones y kits inmunogénicos de la presente invencion ademas incluyen (a) al menos un adyuvante
inmunolégico que contiene polinucledtido y (b) opcionalmente, al menos un adyuvante inmunolégico
complementario. Estos adyuvantes inmunoldgicos pueden, por ejemplo, adsorberse en la superficie de las
microparticulas de polimero, atraparse dentro de las microparticulas de polimero, disolverse o dispersarse en la
solucién, y/o proporcionarse o atraparse dentro de una poblacion separada de microparticulas (incluyendo
microparticulas orgénicas o inorganicas).

Las microparticulas de polimero, el antigeno B. anthracis, el adyuvante inmunol6égico que contiene
polinucledtido, y el adyuvante inmunolégico complementario opcional pueden administrarse simultdneamente con las
microparticulas de polimero y el antigeno B. anthracis, por ejemplo, administrarse en la misma composiciéon o
simultdneamente en dos 0 mas composiciones separadas. Alternativamente, estas especies pueden administrase
secuencialmente en dos 0 mas composiciones separadas.

Los adyuvantes inmunoldgicos que contienen polinucledtidos para su uso en conjunto con la presente
invencion incluyen adyuvantes inmunoldgicos que contienen ADN y ARN, ejemplos especificos de los cuales
incluyen oligodeoxinucleétidos y ARN de doble hebra, entre otros.

Los oligonucledtidos de CpG son adyuvantes inmunoldgicos que contienen polinucleétidos particularmente
beneficiosos para la préactica de la presente invencion. Como se ha sefialado anteriormente, las expresiones
“oligonucledtido que comprende al menos una unidad CpG” y “oligonucledtido CpG” se refieren a un polinucleétido
gue comprende al menos un dinucledtido CpG. Los oligonucleétidos que comprenden una unidad CpG pueden
comprender multiples unidades CpG. Como se usa en el presente documento, la expresion “unidad CpG” se refiere
a una parte o partes de dinucleétido de un oligonucleoétido, que comprenden un nucleétido de citosina seguido por un
nucleétido de guanosina. Los analogos de citosina y guanosina, (por ejemplo 5-metilcitosina), también pueden
usarse en lugar de guanosina o citosina.

Los oligodeoxinucleétidos sintéticos (ODN) que contienen unidades inmunoestimulantes de CpG son
conocidos para estimular la respuesta inmune a antigeno(s) co-administrado(s) (Ag), incluyendo AVA. Davis, H. L.,
et al. 2000. “CpG ADN supera la hiposensibilidad a vacuna para hepatitos B en orangutanes”. Vaccine 18:1920-
1924. Jones, T. R. et al. 1999. “Oligodeoxinucleétidos sintéticos que contienen unidades de CpG mejoran la vacuna
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inmunogénica en monos Aotus”. Vaccine 17:3065-3071. Klinman, D. M. 2004. “Usos inmunoterapéuticos de
Oligodeoxinucleotidos de CpG”. Nat. Rev. Immunol. 4:249-258. Klinman D. M. et al. 2004. “Oligonucleétidos de CpG
mejorar la respuesta inmune protectora inducida por la vacunacidon de antrax de macacos Rhesus”. Vaccine
33:2881-2886. Verthelyi, D., et al. 2002. “Oligodeoxinucleétidos de CpG como adyuvantes de vacuna en primates”. J.
Immunol. 168:1659-1663. CpG ODN inducen la maduracién funcional de células presentadoras de Ag profesionales
(CPAs) y provocan la produccién de citoquinas y quimioquinas inmunoestimulantes. Ballas, Z. D., et al. 1996
“Induccion de actividad NK en células murinas y humanas por unidades de CpG en oligodeoxinucle6tidos y ADN
bacteriano”. J. Immunol. 157:1840-1847. Halpern, M. D., et al. 1996. “ADN bacteriano induce produccién murina
interferon-gamma mediante estimulacion de IL-12 y factor alfa de necrosis tumoral”’. Cell Immunol. 167:72-78.
Klinman, D. M., et al. 1996. “Unidades de CpG expresadas por ADN bacteriano inducen rapidamente linfocitos para
secretar IL-6, IL-12 y IFNG”. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:2879. Krieg, A. M. et al. 1995. “Unidades de CpG en ADN
bacteriano provocan activacion directa de célula B”. Nature 374:546-548.

Los dinucledtidos no metilados de CpG son relativamente comunes en ADN bacteriano, pero estan
pobremente representados y metilados en ADN vertebrado. Bir, Trends Genet., 1987, 3, 342-347. ADN bacteriano u
oligonucleétidos que contienen unidades no metiladas de CpG también se conocen para inducir respuestas inmunes
incluyendo, por ejemplo, proliferacién de célula B, secrecion de interleuquina-6 e inmunoglobulina, y resistencia a
apoptosis. Krieg et al., Nature, 1995, 374, 546-549; Klinman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 2879-2883;
Ballas et al., J. Immunol., 1996, 157, 1840-1845; Cowdery et al., J. Immunol. 1996, 156, 4570-4575; Halpern et al.,
Cell. Immunol., 1996, 167, 72-78; Yamamoto et al., Jpn, J. Cancer Res., 1988, 79, 866-873; Stacey et al., J.
Immunol., 1996, 157, 2116-2111; Messina et al., J. Immunol., 1991, 147, 1759-1764; Yi et al., J. Immunol., 1996,
157, 4918-4925; Yi et al., J. Immunol., 1996, 157, 5394-5402; Yi et al., J. Immunol., 1998, 160, 4755-4761;y Yi et al.,
J. Immunol., 1998, 160, 5898-5906; Publicacion PCT WO 96/02555; Publicacion PCT WO 98/16247; Publicacion
PCT WO 98/18810; Publicacion PCT WO 98/40100; Publicacion PCT WO 98/55495; Publicacion PCT WO 98/37919;
y Publicacién PCT WO 98/52581.

Los oligonucledtidos de CpG pueden prepararse usando técnicas convencionales de sintesis de
oligonucleétidos bien conocidas por aquellos artesanos expertos. Los oligonucledtidos de CpG pueden comprender
una columna modificada, tal como un fosforotioato o acido nucleico de péptido, para conferir una resistencia de
nucleasa al oligonucledtidos. Las columnas modificadas son bien conocidas por aquellos expertos en la técnica.
Véase los Numeros de Patentes de Estados Unidos 5.821.060, 5.789.573, 5.736.392 y 5.721.102, la Patente
Japonesa N° 10231290, Patente Europea N° 839.828, y los Numeros de Publicacion PCT WO 98/42735, WO
98/42876, WO 98/36098, WO 98/27105, WO 98/20162, WO 98/16550, WO 98/15648, WO 98/04571, WO 97/41150,
WO 97/39024 y WO 97/38013.

Los oligonucleétidos de CpG pueden variar en gran medida en rango de tamafo, por ejemplo, entre 2, 5,
10, 20, 50, 100, 200 y 500 oligonucledtidos. Los oligonucledtidos de Cpg tipicamente comprenden entre
aproximadamente 6 y aproximadamente 100 nucledtidos, mas tipicamente entre aproximadamente 8 vy
aproximadamente 50 nucleétidos, incluso mas preferentemente entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40
nucleétidos. Ademas, los oligonucleétidos de CpG para su uso en la invencion pueden comprender sustituciones de
las fracciones de azlcar y fracciones de base de nitrogeno.

Como se usa en el presente documento, “dsARN” se refiere a ARN de doble hebra, que puede obtenerse
de varias fuentes. Un numero de organismos producen de manera natural dsARN, incluyendo levaduras y virus.
dsARN de tales fuentes est4d generalmente hecho de pares intermitentes de base &acido riboguanilico-acido
ribocitidilico ([rG-rC]) y acido riboadenilico-acido polirribouridilico ([rA-rU]). Se cree que todos los virus excepto los
virus de ADN de unica hebra, producen dsARN. dsARN viral generalmente existe en forma doble de hebras
complementarias de ARN o en forma de estructura secundaria intramolecular dentro de ARN de Unica hebras. Las
fuentes virales de dsARN para virus dsARN (gendmicos), virus ssARN (intermediarios de transcripcion), virus dsADN
(transcripcion simétrica seguida por recocido ARN-ARN), y retrovirus (estructura secundaria en mARN viral) son
conocidos y se describen en, por ejemplo, Majde, J. A., J. Interfer. Cytokine Res. (2000) 20:259-272 y Jacobs y
Langland, Virology (1996) 219.339-349. Las fuentes particulares de dsARN incluyen, aunque no se limitan a,
dsARNs de células infectadas por virus Mengo (Falcoff et al., Antimicrob. Agents Chemother. (1973) 3:590-598);
dsARNSs de retrovirus y virus fungicos (Field et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1967) 58:1004-1010, De Benedetii et
al., J. Virol. (1985) 54:408-413); retrovirus dsARN (Jacobs y Langland, Virology (1996) 219:339-349), tales como
VIH-1 (Maitra et al., Virology (1994) 204:823-827); dsARN extraido de células infectadas con picornavirus (Falcoff et
al., Antimicrob. Agents Chemother. (1973) 3:590-298); dsARN de pulmones infectados con influenza (Majde et al.,
Microb. Pathogen. (1991) 10:105-115); dsARN de células de planta infectadas (Lin y Langenberg, Virology (1985)
142:291-298); dsARN de togavirus (Stollar, B. D., Crit. Rev. Biochem. (1975) 3:45-69); dsARN de células infectadas
con virus de rubeola (Lee et al., Virology (1994) 200:307-312); dsARN de células infectadas con virus del bosque de
Semliki (Lee et al., Virology (1994) 200:307-312); dsARN de células infectadas con virus del dengue (MacKenzie et
al., Virology (1996) 220:232-240); los dsARNs conocidos como Larifan (Riga, Letonia) y Ridostin (“’"Diapharam” NOP
“VECTOR”, Berdsk, Rusia). Cualquiera de estos dsARNs varios, asi como dsARNs de otras fuentes, encontraran
uso con la presente composicién y métodos.
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DsARN de células infectadas se obtiene faciimente usando métodos estdndares de extraccion de &cido
nucleico, tales como técnicas de extraccion de fenol, como se describe en varias de las publicaciones anteriores.
Véase, por ejemplo, Falcoff et al., Antimicrob. Agents Chemother. (1973) 3:590-598; Fayer et al., Prog. Immunobiol.
Standard. 81972 5:267-273; Majde et al., Microb. Pathogen. (1991) 10:105-115.

También se conocen un nimero de dsARNs sintéticos. Se sintetizan usando técnicas bien conocidas y
descritas en la técnica. Tales dsARNs sintéticos incluyen, aunque no se limitan a, acido polirriboinosinico-acido
polirribocitidilico (poli[rl-rC]) y éacido polirriboguanilico-acido polirribocitidilico (poli[rG-rC]) (véase, por ejemplo,
Michelson et al., Prog. Nucl. Acid Res. Mol. Biol. (1967 6:83-141); a’cido polirriboadenilico-polirribouridilico (poli[rA-
rU]); dsARN de bajo peso molecular de composicion base mezclada, tal como, aunque sin limitar a, dsARN sintético
con 309 bp (Haines et al., J. Biol. Chem. (1992) 267:18315-18319); asi como dsARNas sintéticos no combinados
descritos, por ejemplo, en Patentes de Estados Unidos Numeros 5.906.980 y 5.258.369. Ademas, pueden hacerse
dsARNs con columnas modificadas usando técnicas bien conocidas en la técnica. Puede encontrarse mas
informacion, por ejemplo, en PCT/US02/30423 de propiedad comun.

Los adyuvantes inmunoldgicos complementarios opcionales para su uso en conjunto con la presente
invencién incluyen, aunque no se limitan a, los siguientes: (1) sales de aluminio (alum), tales como hidréxido de
aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, etc. (2) formulaciones de emulsién de aceite en agua (con o osin
otros agentes inmunoestimulantes especificos tales como péptidos de muramil (véase mas abajo) o componentes de
pared de célula bacteriana), tales como, por ejemplo (a) MF59 (Publicacién Internacional N° W0O90/14837; Capitulo
10 en Vaccine design: the subunit an adjuvant approach, Eds. Powell & Newman, Plenum Press, 1995) que contiene
5% Escualeno, 0,5% Tween 80 y 0,5% Span 85 (conteniendo opcionalmente varias cantidades de MTP-PE (véase
mas abajo), aunque no son requeridas) formulado en particulas de submicrén usando un microfluidizador tal como el
microfluidizador Modelo 110Y (Microfluidics, Newton, MA), (b) SAF, que contiene 10% Escualeno, 0,4% Tween 80,
5% polimero L121 blogqueado plurdnico, y tr-MDP (véase méas abajo) bien microfluidizado en una emulsion
submicrén o agitado con vortices para generar una emulsién de mayor tamafio de particula, y (c) sistema adyuvanet
RibiJ (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT) que contiene 2% Escualeno, 0,2% Tween 80, y uno 0 mas
componente de pared de célula bacteriana del grupo consistente en monofosforilipido A (MPL), dimicolato de
trehalosa (TDM), y esqueleto de pared celular (CWS), preferentemente MPL + CWS (DetoxJ) (para un analisis méas
profundo de emulsiones de submicrén aceite en agua adecuadas para su uso en el presente documento, véase de
propiedad comun, la solicitud de patente n°® 09/015.736, presentada el 29 de enero, 1998); (3) adyuvantes de
saponina, tal como Quil A, 0 QS21 (por ejemplo, StimulonJ (Cambridge Bioscience, Worcester, MA)) pueden usarse,
o0 particulas generadas de los mismos tales como ISCOMs (complejos inmunoestimulantes), cuyos ICOMs pueden
estar libres de detergente adicional, por ejemplo, WO00/07621; (4) Adyuvante Completo de Freund (ACF) y
Adyuvante Incompleto de Freund (AIF); (5) citoquinas e interleuquinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-12 (W099/44636), etc.), interferones (por ejemplo, interferébn gamma), factor estimulante de colonia de macréfago
(FEC-M), factor de necrosis tumoral (FNT), etc.; (6) adyuvantes fosfolipidos, incluyendo adyuvantes de fosfato
lipopolisacérido y liposacarido, por ejemplo, monofosforil lipido A (MPL), MPL 3-O-deacilatado (3dMPL) por ejemplo,
GB-2220221, EP-A-068454, opcionalmente en ausencia sustancial de alum cuando se usa con sacéridos
neumocacicos, por ejemplo, WO00/56358; asi como compuestos de aminoalquil glucosamina fosfato tales como los
descritos en la Patente de Estados Unidos N° 6.355.257; (7) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o
emulsiones de aceite en agua, ejemplo, EP-A-0835318, EP-A-0735898, EP-A-0761231; (8) éter de polioxietileno o
un éster de polioxietileno, por ejemplo, W099/52549; (9) un surfactante de éster de sorbitan de polioxietileno en
combinacion con un oxtoxinol (W001/21207) o un surfactante de éter o éster de polioxietileno alquilo en
combinacion con al menos un surfactante no iénico adicional tal como octoxinol (W001/21152); (10) una saponina y
un oligonucleétido inmunoestimulante (por ejemplo, un oligonucledtido de CpG) (wO00/62800); (11) un
inmunoestimulante y una particula de sal metdlica, por ejemplo, WO00/23105; (12) una saponina y una emulsion de
aceite en agua, por ejemplo, W099/11241; (13) una saponina (por ejemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente
+ un esterol) por ejemplo, WO98/57659; (14) mutantes desintoxicados de una toxina bacteriana ADP-ribosolante tal
como una toxina de célera (TC), una toxina de pertussis (TP), o una toxina termolabil de E. coli (TL), particularmente
LT-K63 (donde lisina se sustituye por el aminoacido de tipo salvaje en la posicion 63) LT-R72 (donde arginina se
sustituye por el aminoacido de tipo salvaje en la posicion 72), CT-S109 (donde serina se sustituye por el aminoacido
de tipo salvaje en la posicién 109), y PT-K9/G129 (donde lisina se sustituye por el aminoacido de tipo salvaje en la
posicion 9 y glicina se sustituye en la posicion 129) (véase, por ejemplo, Publicaciones Internacionales Numeros
W093/13202 y W092/19265); (15) aminoalquil glucosaminida 4-fosfatos (AGPs), véase, por ejemplo, Johnson, D. A.
et al.; Cell. Immunol. 2000 Ag 25; 204(1):64-74, (17) imitadores de lipopolisacéarido (incluyendo imitadores de
monofosforil lipido A), tales como fosfolipicos no sacaridos (por ejemplo, analogos simplificados de lipido A que
carecen de un disaraido) descritos en Hawkins, L.D., et al; J. Pharmacol. Exp. Ther., 2022 Feb.; 300(29:655-61) y
Patente de Estados Unidos N° 6.290.973; y(18) otras sustancias que actian como agentes inmunoestimulantes para
mejorar la efectividad de la composicién. Los péptidos de muramil incluyen, aunque no se limitan a, N-acetil-muramil-
Ltreonil-D-isoglutamina (tr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isogluatme (no-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isogluatminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-huidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE), etc.

Para ejemplos adicionales de adyuvantes inmunolégicos, véase Vaccine Design, The Subunit and the
Adjuvant Approach, Powell, M. F. y Newman, M.J., eds. Plenum Press, 1995).
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4. Formulacién y Administracion

Las composiciones de la presente invencion generalmente incluirdn uno o0 mas excipientes
farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, pueden usarse vehiculos tales como agua, solucién salina, glicerol,
glicol de polietileno, acido hialurénico, etanol, etc. Otros excipientes, tales como agentes humectantes o
emulsionantes, sustancias biolégicas amortiguadoras, y similares, pueden estar presentes. Un tampén biolégico
puede ser virtualmente cualquier solucidon que sea farmacéuticamente aceptable y que proporcione la formulacion
con el pH deseado, es decir, un pH en el rango fisiolégico. Ejemplos incluyen varios tampones que incluyen
tampones de fosfato, tampones de citrato, tampones de borato, tampones de succinato, y tampones de histidina, asi
como combinaciones de tampén fosfato salino, solucién salina amortiguada Tris, solucion salina amortiguada de
Hank, y similares.

Dependiendo de la forma final de dosis, también pueden introducirse otros excipientes conocidos en la
técnica, incluyendo adhesivos de la mucosa, aglutinantes, desintegrantes, rellenos (diluyentes), lubricantes,
glidantes (potenciadores de flujo), ayudantes de compresién, colores, endulzantes, conservantes, agentes
suspensores/dispersantes, formadores de pelicula/bafios y saborizantes.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencion pueden administrase parenteralmente, por ejemplo,
mediante inyeccién (que puede ser sin aguja). Las composiciones pueden inyectarse subcutadneamente,
intraperitonealmente, intravenosamente, intraarterialmente, intradérmicamente, o intramuscularmente, por ejemplo.
Otros modos de administracion incluyen administracién nasal, por mucosa, intraocular, rectal, vaginal, oral y
pulmonar, y aplicaciones transdérmicas o transcutaneas.

El tratamiento puede realizarse de acuerdo con un programa de una Unica dosis o un programa de multiples
dosis. Un programa de muiltiples dosis es aquel en el que puede dase un curso primario de administracion, seguido
de una o mas dosis adicionales dadas en posteriores intervalos de tiempo, por ejemplo, para mantener y/o reforzar
la respuesta terapéutica. El régimen de dosis puede también, al menos en parte, determinarse por la necesidad del
sujeto y depender del juicio del médico.

C. Experimental

Mas abajo hay ejemplos de realizaciones especificas para realizar la presente invencion. Los ejemplos se
ofrecen Unicamente para fines ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la presente invencién de ninguna
manera.

Se han hecho esfuerzos por asegurar la precision con respecto a los nimeros usados (por ejemplo,
cantidades, temperaturas, etc.) pero, por supuesto, deberia permitirse algun error y desviacion experimental.

Reagentes: Fosforotioato CpG ODN 155 (GCTAGACGTTAGCGT) (SEQ ID NO:1) y control ODN 1612
(GCTAGAGCTTAGCGT) (SEQ ID NO:2) se sintetizaron en la instalacion comun CBER. Véase Gursel, |, et al., 2001.
“Liposomas catidnicos estéricamente estabilizados mejoran la absorcion y la actividad inmunoestimulante de
oligonucledtidos CpG”. J. Immunol. 167:3324-3328. Todos los oligodeoxinucledtidos (ODN) estaban libres de
contaminacion de endotoxina y proteina. ODN se adsorbieron en PLG en 1% p/p como se ha descrito
anteriormente. Singh, M., et al. 2001. “Microparticulas catiénicas son un sistema efectivo de entrega para ADN CpG
inmune estimulante”. Phar, Res. 18:1476-1479. En resumen, las microparticulas PLG con una proporcién de co-
polimero 50/50 se emulsionaron con bromuro de hexadecil-trimetil-amonio a través de un proceso de evaporacion
de disolvente. Las microparticulas PLC catidnicas resultantes se incubaron con ODN durante la noche a 4 °C con
una agitacion suave seguida de un lavado y liofilizacion, y se cuantificé la cantidad de ODN adsorbida a PLG. Se
obtuvo Vacuna Adsorbida contra el Antrax (AVA) de BioPort Corporation (East Lansing, MI, Estados Unidos).
USAMRIID (Fort Detrick, MD, Estados Unidos) proporciono el antigeno protector recombinante (APr) y se prepard
como se ha descrito. lvins, B. E., et al. 1988. “Eficacia comparativa de candidatos a vacuna experimental de antrax
contra antrax de inhalacién en macacos Rhesus”. Vaccine 16:1141-1148. El factor letal recombinante (FLr) se
compré en Research Diagnostics Inc. (Flanders, NJ). Las esporas de la cepa de vacuna Sterne toxinogénicas
(pX01%), no encapsuladas (pXO2') de B. anthracis (STI) se obtuvieron de USAMRIID y se almacenaron a 4 °C. lvins,
B. E. et al. 1990. “Inmunizacién contra antrax con mutantes aromaticos dependientes de compuesto (Aro-) de
Bacillus anthracis y con cepas recombinantes de Bacillus subtilis que producen antigeno protector de antrax”. Infect.
Immun. 58:303-308.

Animales. Se obtuvieron ratones A/J machos libres de patégeno especifico de NCI (Frederick, MD,
Estados Unidos). Se alojaron en jaulas estériles micro-aisladoras en un medio barrera, y se estudiaron en la
semanas 8-12 de edad. Todos los experimentos con animales se realizaron usando protocolos aprobados por
ACUC, y los estudios desafios se realizaron en una instalacién BL-2.

Inmunizacion y estudios de desafio. Se inmunizaron ratones A/J intraperitonealmente (i.p) con AVA

formulado en alum £ CpG ODN, PLG o CpG ON adsorbido en PLG (CpG ODN-PLG). Los ratones sangraron
semanalmente, y su suero se almacen6 a -20° C hasta su uso. Los ratones fueron desafiados i.p con 3 x 10°-9 X
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10° 50% dosis letales (LDso) de esporas STI suspendidas en 0,5 ml de tamp6n fosfato salino (PBS) estéril (1 LDsg =
1,1 X 10° esporas STI). La supervivencia se controlé durante 21 dias.

ELISA IgG anti-AP. Los titulos Ab de IgG anti-AP se controlaron como se ha descrito. Klinman DM, et al.
2004. Vaccine 22:2881-2886. En resumen, placas de microtitulo con 96 pozos (Immulon 1B, Thermo Labsystemas,
Franklin, MA) se cubrieron con 1 pg/ml de rAP en PBS a 4 °C durante la noche. Las placas se bloquearon después
con 5% leche seca sin grasa en PBS que contenia 0,1% Tween-20. Las placas se lavaron, y se cubrieron con suero
diluido en serie durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de un minucioso lavado, se detectaron Abs
unidos afiadiendo IgG anti-ratén de cabra con etiqueta HRP, IgG1 o IgG2a (Southern Biotechnlogy, Birmingham, AL,
Estados Unidos) seguido de sustrato ABTS (Kirkegaard & Perry, Gaithersburg, MD, Estados Unidos). Los titulos Ab
relativos se determinaron mediante comparacién con una curva estandar creada usando sueros acumulados de
ratones hiper-inmunizados, y se expresaron como el reciproco de la dilucion del punto final que produjo un valor de
absorbancia al menos 3 veces los niveles de los antecedentes. Todas las muestras se analizaron por duplicado.

Ensayo neutralizador de toxina. Los titulos neutralizadores de toxina de muestras individuales de suero
se evaluaron para su habilidad para proteger células RAW264.7 (ATCC, Manassas, VA, Estados Unidos) de toxina
letal (LTx) con pequefias modificaciones con respecto a los métodos previamente descritos. lvins, B.E., et al. 1998.
Vaccine 16:1141-1148. Las células RAW264.7 se colocaron en placas en 3 X 10 células/pozo en 100 pl de medio
RPMI 1640 libre de glutamina que contenia 10% suero bovino fetal y 2 mM glutamax-1 (Invitrogen Corporation,
Francia). Las células se incubaron a 37 °C en un 5% CO; en una incubadora con aire durante la noche. El antisuero
diluido en serie fue 1:1 (vol/vol) se mezcldé con LTx (100 ng/ml rPA mas 100 mg/ml rLF) a temperatura ambiente
durante 30 minutos para permitir que ocurriera la neutralizacion. Después 100 pl de esta mezcla se incubaron con
las células durante 6 horas a 37 °C. La viabilidad celular se determind controlando la reduccién de MTT (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO). Los resultados se estandarizaron contra el suero de mono de titulo alto conocido
amablemente proporcionado por CDC.

Estadisticas. Las diferencias en el desarrollo cinético de respuestas inmunes anti-AP se determinaron
mediante ANOVA de dos sentidos. Las diferencias en la respuesta IgG anti-AP inducidas por varias combinaciones
vacuna-adyuvante se evaluaron mediante ANOVA de un sentido. Las diferencias en la supervivencia se evaluaron
usando analisis de Chi cuadrado de las curvas de Kaplan-Meier. Los coeficientes de correlacion se determinaron
mediante andlisis de regresion lineal. El valor predictivo de IgG anti-AP y los titulos neutralizadores de toxina en
supervivencia se evaluaron usando regresion logistica de 2 pardmetros. Agresti, A., y B. A. Coull. 1996. Pruebas con
orden restringido para comparaciones estratificadas de proporciones binomiales. Biometrics 52:1103-1111.

(CpG ODN-PLG) estimula la inmunogenicidad de AVA. Los estudios previos establecieron que CpG
ODN podian actuar como adyuvantes inmunes cuando se co-administraban con AVA. Klinman DM, et al. 2004.
Vaccine 22:2881-2886. Para examinar si CpG ODN adsorbidos en microparticulas de PLG constituian un adyuvante
incluso mas efectivo, (CpG ODN-PLC) se co-administraron a ratones A/J con una dosis Opticamente inmunogénica
de AVA (200 pl). Los ratones A/J se seleccionaron para estudio porque eran susceptibles a desafio por esporas de
antrax STI, permitiendo la actividad protectora de la respuesta inmune resultante que se examinar4 en una
instalacion BL-2. Id.

Consistente con estudios previos, la magnitud de la respuesta IgG anti-AP inducida por AVA mejoré
significativamente por la co-administracion de CpG ODN (P < 0,01, Fig. 1A). Sin embargo, la co-administracién de
(CpG ODN-PLG) con AVA estimuld esta respuesta en 4-30 veces adicionales (P < 0,001, Fig. 1A). Esta respuesta
inmune humoral mejorada persistié durante la duracion del estudio (4 meses). Los titulos de IgG1, 1gG2 y Ab
neutralizador de toxina de suero (TNA) aumentaron todos de manera significativa combinando (CpG ODN-PLG) con
AVA (Fig. 1, B-D). Ab Ig anti-AP fueron indetectables en ratones no vacunados.

Efecto moderado de Antigeno de (CpG ODN-PLG). Es posible que la reactogenicidad de la vacuna de
antrax autorizada se reduzca si la cantidad de AVA requerida para inducir inmunidad protectora se reduce. De este
modo, se examino la habilidad de (CpG ODN-PLG) para reducir la dosis de AVA necesaria para obtener inmunidad
protectora. Experimentos preliminares establecieron que 8-25 ul de AVA indujeron una respuesta anti-AP detectable
en todos los ratones vacunados, mientras que 3 ul de AVA fue inmunogénico en solamente una fraccion de animales
vacunados. Como se ve en la Fig. 2, la co-administracién de (CpG ODN-PLG) con 8-25 pl de AVA estimul6 la
respuesta IgG anti-AP resultante en casi 50 veces en comparacion con AVA solo (P < 0,001, Fig. 2). Este efecto
requirié la combinacion de CpG ODN con PLG, ya que las microparticulas de PLG (solas o en combinacién con ODN
de control) no tuvieron impacto significativos en la magnitud de la respuesta inducida por AVA (Fig. 2).

(CpG ODN-PLG) acelera el desarrollo de proteccion mediada por AVA. Estudios preliminares
demostraron que ratones inmunizados con 3-8 pl de AVA tardaron > 2 semanas requeridas para desarrollar una
respuesta inmune protectora contra infeccién de antrax (datos no mostrados). Para determinar si (CpG ODN-PLG)
podia acelerar esta inducciéon de inmunidad protectora, ratones A/J se inmunizaron con AVA + adyuvante y se
examino su habilidad para resistir el desafio de &ntrax una semana mas tarde.

17



10

15

20

25

30

ES 2434029 T3

Consistente con estudios preliminares, los ratones inmunizados con solamente AVA fueron altamente
susceptibles a infecciéon en este punto temporal temprano (<90% mortalidad, Fig. 3). Finalmente >80% de los
ratones inmunizados con (CpG ODN-PLG) mas AVA sobrevivieron a la infeccién en este punto temporal temprano
(P > 0,0001, Fig. 3). La inmunizacion con CpG ODN mas AVA en ausencia de PLG produjo una produccion
intermedia (50% supervivencia, P < 0,01 contra (CpG ODN-PLG)/AVA, Fig. 3), mientras que (CpG ODN PLG) en
ausencia de AVA no fue protector.

Inmunidad humoral como un indicador de proteccién. Hay un considerable interés en identificar un
marcador sustituto para inmunidad protectora contra antrax. Con este fin, se evaluaron la actividad neutralizadora de
toxina y el titulo 1gG anti-AP como indicadores de supervivencia después del desafio de esporas de antrax. Como se
ve en la Fig. 4A, TNA se correlaciond significativamente con titulo IgG anti-AP (R2 = 0,46, P < 0,0001). Aunque TNA
predijo proteccion contra antrax, el modelaje de regresion logistica de 2 parametros mostré que IgG anti-AP fue el
marcador sustituto superior de supervivencia (Fig. 4B, IgG: R? = 0,64, P < 0,0001; Fig. 4C, TNA: R? = 0,36 (P <
0,0001). En este contexto, el andlisis caracteristico de la operacion receptora mostré que el titulo total IgG anti-AP
fue 97% preciso en la prediccion de supervivencia después del desafio de antrax, mientras que TNA fue 91%
preciso. La magnitud de la respuesta de IgG anti-AP proporcioné informacién valiosa sobre la resistencia de un
animal a infeccion de antrax. Por ejemplo, >90% de ratones estan protegidos contra 9 X 10° LDso de antrax si su
titulo IgG anti-AP excede 1.000, mientras que un titulo >6.000 indica que >99% de ratones estan protegidos de tal
desafio de dosis alta.

Conclusiones. Los descubrimientos actuales indican que (CpG ODN-PLG) co-administrado con AVA da
como resultado una repuesta anti-AP Ab mas rapida y fuerte que la inmunizacién con AVA solamente o con AVA
combinada con CpG ODN en ausencia de LPG. Véase las Figs. 1 y 2. Una proteccién significativa contra desafio de
antrax estuvo presente después de una semana de vacunacion con (CpG ODN-PLG) mas AVA (Fig. 3), lo que indica
gue la combinacién de (CpG ODN-PLG) es significativamente mas efectiva como un adyuvante inmune que CpG
ODN solo o PLG solo. La calidad de la respuesta anti-AP resultante fue alta, como lo prueban la mayor actividad
neutralizadora de toxina, la mejor proteccion in vivo, y los altos niveles de 1gG2a Ab (conocido por promover la
limpieza de infeccion bacteriana por citotoxicidad mediada por complemento). Oishi, K., et al. 1992. “Propiedades
antibacterianas y protectoras de anticuerpos monoclonales reactivos con lipopolisacéarido de Escherichia coli
0111:B4: relacién con isotipo de anticuerpo y actividad fijadora de complemento”. J. Infect. Dis. 165:34-45. Los
resultados actuales demuestran que cuando se combina con AVA, (CpG ODN-LPG) estimula y acelera la respuesta
inmune resultante, obteniendo inmunidad protectora después de una semana. Esta respuesta persistio en niveles
protectores a lo largo de una duracion de 4 meses del experimento (véase Figs. 1y 4).
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REIVINIDICACIONES

1. Una composicién inmunogénica que comprende: (a) un antigeno derivado de Bacillus anthracis, donde el antigeno
se adsorbe en microparticulas de hidréxido de aluminio; (b) microparticulas de polimero que comprenden un
polimero biodegradable; y (c) un adyuvante inmunolégico que contienen polinucleétido, donde al menos una parte
del adyuvante inmunolégico que contiene polinucleétido se adsorbe en las microparticulas de polimero, donde el
adyuvante inmunoldgico que contiene polinucleétido es un oligonucleétido de CpG y donde el antigeno comprende
un antigeno de subunidad que es un antigeno que contienen polipéptido.

2. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 1, donde el antigeno se deriva de la cepa V770-NP1-R de
Bacillus anthracis, o donde el antigeno comprende Bacillus anthracis eliminado o atenuado, o donde el antigeno
comprende un Bacillus anthracis atenuado toxinogénico no encapsulado.

3. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 1, donde el antigeno comprende una construccion de vector
gue codifica un antigeno que contiene polipéptido.

4. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 1, donde el antigeno comprende Bacillus anthracis atenuado
toxinogénico no encapsulado.

5. La composicion inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde la composicidon inmunogénica
comprende ademés un surfactante.

6. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 5, donde el surfactante comprende un surfactante catiénico, o
un surfactante anidnico.

7. La composicion inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, donde las microparticulas tienen un
diametro medio de entre 500 nandmetros y 20 micrones.

8. La composicion inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde el polimero biodegradable se
selecciona de un poli(acido a-hidroxi), un é&cido polihidroxibutirico, una policaprolactona, un poliortoester, un
polianhidrido, un policianoacrilato.

9. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 8, donde el polimero biodegradable es un poli(acido a-hidroxi).

10. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 9, donde el polimero biodegradable es un poli(lactido-co-
glicdlido).

11. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 10, donde el polimero biodegradable es un poli(lactido-co-
glicolido) que tiene una proporcién molar lactido:glicélido que oscila entre 40:60 y 60:40.

12. La composicion inmunolégica de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, donde el adyuvante inmunolégico que
contiene polinucle6tido comprende un adyuvante inmunolégico de oligonucleétido o un adyuvante inmunolégico de
oligodeoxinucledtido.

13. La composicién inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y 7-12, que ademas comprende un
adyuvante inmunol6gico complementario.

14. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 13, donde el adyuvante inmunoldgico complementario es una
sal de aluminio.

15. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 13, done el adyuvante inmunolégico complementario se
selecciona de (a) toxinas termolabiles de E. coli, (b) compuestos de fosfato liposacarido, y (c) emulsiones submicrén
que comprenden escualeno y un agente emulsionante.

16. La composicién inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, donde la composicién inmunogénica
es una composicion inyectable.

17. Una composicién inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-16 para su uso en la inmunizacion de un
animal huésped vertebrado contra infeccion por Bacillus anthracis.

18. Una composicion inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-17 para su uso en la estimulacion de una
respuesta inmune en un animal huésped vertebrado.

19. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 17-18, donde el animal huésped vertebrado es humano.
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20. Un kit inmunogénico que comprende: (a) una primera composiciéon que comprende un antigeno derivado de
Bacillus anthracis, donde el antigeno comprende un antigeno de subunidad que es un antigeno que contiene
polipéptido; (b) una segunda composicién que comprende microparticulas de polimero biodegradable y (c) una
tercera composicion que comprende un adyuvante inmunolégico que contiene polinucleétido, donde la segunda y
tercera composicion son iguales y la primera composicion es diferente,

gue ademas comprende microparticulas de hidroxido de aluminio, donde el antigeno se adsorbe en
microparticulas de hidréxido de aluminio, donde el adyuvante inmunoldgico que contiene polinucleétido comprende
oligonucleétido de CpG, y donde al menos una parte del oligonucleétido de CpG se adsorbe a las microparticulas de
polimero.
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