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DESCRIPCION
Purificacion de vesiculas bacterianas.
CAMPO TECNICO
La presente invencién esta en el campo de purificar vesiculas de bacterias Gram-negativas.
TECNICA ANTERIOR

Las bacterias Gram-negativas pueden liberar espontaneamente ampollas de la membrana externa durante el
crecimiento debido a la presién de turgencia de la envoltura de la célula. La formacion de tales ampollas puede
facilitarse por la alteracién de ciertos componentes bacterianos, por ejemplo, las referencias 1 y 2 alteraron la
enzima MItA de meningococo proporcionando cepas que liberan vesiculas en el medio de cultivo durante el
crecimiento, y las referencias 2 y 3 alteraron el sistema Tol-Pal de E. coli para el mismo fin.

Las vesiculas de la membrana externa (VME) también pueden producirse por alteracién de la bacteria completa.
Procedimientos de produccion de VME conocidos incluyen procedimientos que usan tratamiento con detergente (por
ejemplo, con desoxicolato) [4 y 5], procedimientos sin detergente [6], o sonicacién [7], etc.

Se han usado diversos procedimientos para purificar estas vesiculas inmunogénicas (es decir, ampollas y VME). Por
ejemplo, la referencia 8 informa de un procedimiento basado en ultrafiltracion.

Aunque eficaces, estos procedimientos requieren mucho trabajo y son caros, particularmente debido al uso de
centrifugacién. Asi, los procedimientos no son adecuados para la producciéon de vacunas de bajo coste contra
enfermedades que son comunes en paises en desarrollo, por ejemplo, contra shigelosis. Asi, existe la necesidad de
un procedimiento mas simple y mas barato para la purificacion de vesiculas bacterianas inmunogénicas.

DIVULGACION DE LA INVENCION

La invenciéon usa un procedimiento de filtracibn por tamafio de dos etapas para purificar vesiculas bacterianas
inmunogénicas. Una primera etapa separa las vesiculas de bacterias intactas basandose en sus diferentes tamafios,
pasando las vesiculas mas pequefias al filtrado (permeado). Entonces, una segunda etapa usa un filtro mas fino
para eliminar contaminantes mas pequefios (por ejemplo, proteinas solubles), quedando las vesiculas en el
concentrado. Este procedimiento de dos etapas es extremadamente simple de operar, pero da vesiculas
inmunogénicas de alta pureza.

Asi, la invencion proporciona un procedimiento para purificar vesiculas bacterianas inmunogénicas de una
composicion que incluye tanto bacterias como vesiculas completas, que comprende: (i) una primera etapa de
filtracion en la que las vesiculas se separan de las bacterias basandose en sus diferentes tamafios, pasando las
vesiculas al filtrado; y (ii) una segunda etapa de filtracién en la que las vesiculas son retenidas en el concentrado.
Las vesiculas retenidas pueden usarse como componente inmunogénico en una vacuna.

La invencion también proporciona una composicion que contiene vesicula obtenida u obtenible por este
procedimiento.

La invencion también proporciona un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica, tal como una
vacuna, que comprende las etapas: (a) purificar vesiculas bacterianas inmunogénicas mediante un procedimiento de
la invencion; y (b) formular las vesiculas purificadas con un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, un
tampon) y/o con un adyuvante inmunolégico y/o con uno o0 mas componentes adicionalmente inmunogénicos.

La invencion también proporciona un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica, tal como una
vacuna, que comprende una etapa de formular vesiculas purificadas mediante un procedimiento de la invencién con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, un tampén) y/o con un adyuvante inmunolégico y/o con uno
0 mas componentes adicionalmente inmunogénicos.

La invencién también proporciona una composiciéon farmacéutica que contiene vesiculas obtenidas u obtenibles por
estos procedimientos.

Las vesiculas

La invencién puede usarse para purificar diversos tipos de vesiculas proteoliposémicas que retienen proteinas de la
membrana externa de bacterias. Esta vesicula proteocliposémica puede obtenerse por alteracion o vesiculacién de la
membrana externa de una bacteria para formar vesiculas a partir de la misma que incluyen componentes de
proteina de la membrana externa. Asi, el término incluye VME, ampollas, microvesiculas (MV [9]) y 'VME nativas'
('VMEN' [10]). También puede incluir VME extraidas con detergente (VMED) y VME derivadas de mutante (VME-m).
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Ampollas, MV y VMEN son vesiculas de membrana que se producen naturalmente que se forman espontdneamente
durante el crecimiento bacteriano y son liberadas al medio de cultivo. Las MV pueden obtenerse cultivando bacterias
tales como Neisseria en medio de cultivo de caldo, separando células completas de las MV mas pequefias en el
medio de cultivo de caldo (por ejemplo, por filtracién o por centrifugaciéon a baja velocidad para sedimentar solo las
células y no las vesiculas mas pequefias), y luego recogiendo las MV del medio agotado en células (por ejemplo, por
filtracion, por precipitacion diferencial o agregacién de MV, por centrifugacion a alta velocidad para sedimentar las
MV). Cepas para su uso en la produccion de MV pueden seleccionarse generalmente basandose en la cantidad de
MV producidas en cultivo, por ejemplo, las ref. 11 y 12 describen Neisseria con alta produccion de MV. La
hipervesiculacion de cepas se desvela en la referencia 13. La alteracion del gen mltA [1, 2] también puede
proporcionar cepas meningocdécicas que liberan espontdneamente vesiculas adecuadas durante el cultivo. La
alteracion del sistema Tol-Pal puede usarse para proporcionar cepas de E. coli, Shigella y Salmonella que liberan
espontaneamente vesiculas adecuadas durante el cultivo.

Las VME se preparan artificialmente a partir de bacterias, y pueden prepararse usando tratamiento con detergente
(por ejemplo, con desoxicolato o sarcosilo), o por medios sin detergente (por ejemplo, véase la referencia 14).
Técnicas para formar VME incluyen tratar bacterias con un detergente de sal de acido biliar (por ejemplo, sales de
acido litocdlico, acido quenodesoxicélico, acido ursodesoxicdlico, acido desoxicolico, acido célico, acido ursocolico,
etc., siendo preferido el desoxicolato de sodio [15 y 16] para tratar Neisseria) a un pH suficientemente alto para no
precipitar el detergente [17]. Otras técnicas pueden realizarse sustancialmente en ausencia de detergente [14]
usando técnicas tales como sonicacion, homogeneizacion, microfluidizacién, cavitacion, choque osmético, molienda,
prensa francesa, mezcla, etc. Procedimientos que no usan detergente o poco detergente pueden retener antigenos
Utiles tales como NspA [14]. Asi un procedimiento puede usar un tampdn de extraccion de VME con
aproximadamente el 0,5 % de desoxicolato o0 menos, por ejemplo, aproximadamente el 0,2 %, aproximadamente el
0,1 %, <0,05 % o cero.

Un procedimiento util para la preparacion de VME se describe en la referencia 18 e implica ultrafiltracion sobre VME
en brutas, en vez de en lugar de centrifugacion a alta velocidad. El procedimiento puede implicar una etapa de
ultracentrifugacion después de tener lugar la ultrafiltracion.

Si LOS est4 presente en una vesicula es posible tratar la vesicula de manera que enlace su LOS y componentes de
proteina (conjugacion “intra-ampollas” [19]).

Vesiculas preferidas para su uso con la invencion se producen por una bacteria Shigella (por ejemplo, una S. sonnei)
gue no expresa una proteina TolR funcional. Otras vesiculas para su uso con la invencion se producen por una
bacteria Salmonella (por ejemplo, una S. typhimurium, también conocida como Salmonella enterica serovariedad
Typhimurium) que no expresa una proteina TolR funcional.

La bacteria

La invencion puede usarse para purificar vesiculas de diversas bacterias Gram-negativas tales como especies en
cualquiera de los géneros Escherichia, Shigella, Neisseria, Moraxella, Bordetella, Borrelia, Brucella, Chlamydia
Haemophilus, Legionella, Pseudomonas, Yersinia, Helicobacter, Salmonella, Vibrio, etc.

Por ejemplo, la bacteria puede ser Bordetella pertussis, Borrelia burgdorferi, Brucella melitensis, Brucella ovis,
Chlamydia  psittaci, Chlamydia trachomatis, Moraxella catarrhalis, Escherichia coli, Haemophilus
influenzae (incluyendo cepas no tipables), Legionella pneumophila, Neisseria gonorrhoea, Neisseria meningitidis,
Neisseria lactamica, Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica, Helicobacter pylori, Salmonella
enterica (incluyendo las serovariedades typhiy typhimurium, ademds de las serovariedades paratyphi y enteritidis),
Vibrio cholerae, etc.

La invencién es particularmente adecuada para preparar vesiculas de Shigella (tales como S. dysenteriae, S.
flexneri, S. boydii 0 S. sonnei) y E. coli (incluyendo cepas patdgenas extraintestinales) y Salmonella (incluyendo S.
typhimurium).

La bacteria puede ser una bacteria natural pero, mas normalmente, habra sido modificada, por ejemplo, para
inactivar genes que conducen a un fenotipo toxico. Por ejemplo, se conoce modificar bacterias de manera que no
expresen un lipopolisacéarido (LPS) nativo, particularmente para E. coli, meningococo, Shigella, y similares. Pueden
hacerse diversas modificaciones de LPS nativo, por ejemplo, éstas pueden alterar la estructura del lipido A nativo, el
nucleo del oligosacarido, o el antigeno O externo. La ausencia del antigeno O en el LPS es (til, ya que es ausencia
de lipido A hexa-acilado. La inactivacion de enterotoxinas también es conocida, por ejemplo, para prevenir la
expresion de toxina Shiga.

Una bacteria preferida para su uso con la invencion es una cepa de S. sonnei con un genotipo AtolR, que incluye
una cepa con un genotipo AtolRAgalU.
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La primera filtracién

La primera etapa de filtracion separa las vesiculas de bacterias intactas basandose en sus diferentes tamafios,
pasando las vesiculas mas pequefias al filtrado (permeado).

La entrada para la primera etapa de filtracion puede ser el producto de un procedimiento de formacién de vesiculas
(por ejemplo, un procedimiento de preparacion de VME a partir de meningococos). Aunque, hormalmente, la entrada
sera el medio de cultivo de una bacteria de vesiculacién. Este material puede concentrarse antes de la primera etapa
de filtraciéon de manera que se elimine el volumen que requiere la primera filtracion.

Esta etapa puede ser una filtracion estéril tipica, por ejemplo, usando un filtro de 0,22 pum. Las bacterias son
retenidas por el filtro, pero las vesiculas pasan a través al filtrado. Aunque las vesiculas pueden pasar a través de un
filtro convencional de 0,22 um, el filtro puede obstruirse rapidamente por otro material y asi puede ser (til para
realizar prefiltrado a través de una serie de filtros de tamafio de poro decreciente antes de la primera etapa de
filtracion. Por ejemplo, la primera etapa de filtracién podria ir precedida de filtracion a través de filtros con tamafio de
poro de 0,8 um, luego 0,45 um, etc.

En general, el tamafio de poro para la primera filtracion se seleccionara seguin el tamafio y caracteristicas de las
bacterias que van a eliminarse. El objetivo de la primera etapa de filtracion es retener méas del 90 % (en nimero) de
bacterias intactas, idealmente >95 %, >97 %, >98 %, >99 % o0 >99,5 %, y por consiguiente puede seleccionarse un
tamafio de poro. Para algunas bacterias (por ejemplo, aquellas con grandes células), la primera etapa de filtracion
puede ser filtracién a través de una membrana de 0,8 um, 0,65 um o 0,45 um de tamafio de poro, pero para otras
bacterias (por ejemplo, aquellas con células pequefias) la primera etapa de filtracion puede ser a través de una
membrana de 0,22 pm o 0,2 pm de tamafio de poro. Como se trata anteriormente, la primera filtracion puede incluir
pre-filtracion a través de una membrana de 0,45 um o 0,65 pm, seguido de filtracion a través de una membrana de
0,22 pm o 0,2 um. Diversas membranas adecuadas estan comercialmente disponibles.

La primera etapa de filtracion se realiza ventajosamente con una disposicion de flujo tangencial (flujo cruzado). Esta
disposicién ayuda a evitar la obstruccion que es tipica para filtracion en linea y minimiza la necesidad de una amplia
prefiltracion. Prefiltracion reducida significa que un menor volumen de liquido queda atrapado en los filtros. Los
casetes de microfiltracion de flujo tangencial se evaluaron en las referencias 20 y 21, y estan comercialmente
disponibles, por ejemplo, la gama MaxCell™ de cartuchos de fibra hueca con 0,2 pm de tamafio de poro, o los
cartuchos MidGee™ con 0,2 um de tamafio de poro, o los cartuchos de fibra hueca ProCell™ con 0,2 pm de tamafio
de poro (todos disponibles de GE Healthcare).

La filtraciéon de flujo tangencial en la primera etapa se realiza idealmente con diafiltracion. Esto permite la eficiente
eliminacion de componentes del filtrado e implica la adicién de disolvente fresco (por ejemplo, un tampon tal como
PBS) durante la primera etapa de filtracion. La adicion del disolvente fresco puede mantener el volumen global si se
produce a la misma tasa que la eliminacion de disolvente a través del filtro de flujo tangencial.

La primera etapa de filtracién puede usar una membrana de fibra hueca, por ejemplo, para reducir la tension de
cizallamiento sobre las vesiculas.

La segunda filtracion

La segunda etapa de filtracién usa un filtro mas fino que la primera etapa. Mientras que las vesiculas pasaron al
filtrado en la primera etapa de filtracion, en la segunda etapa de filtracion permanecen en el concentrado.

En general, el tamafio de poro para la segunda filtracion se seleccionard segun el tamafio y caracteristicas de las
vesiculas que van a retenerse. Algunas vesiculas pequefias pueden pasar a través del filtro, pero el objetivo de la
segunda etapa de filtracion es retener mas del 50 % (en numero) de vesiculas, idealmente >60 %, >70 %, >80 %,
>90 % o >95 %, mientras que se eliminan proteinas solubles. Por consiguiente, puede seleccionarse un tamafio de
poro basandose en las vesiculas que van a retenerse y las proteinas solubles que van a eliminarse. Idealmente, >90
% de la proteina total en el concentrado debe ser parte de las vesiculas, con <10 % como proteina soluble. Filtros
adecuados se estiman normalmente en términos de su tamafio de poro (por ejemplo, un filtro adecuado puede tener
un tamafo de poro de 0,1 pm) o peso molecular (por ejemplo, puede usarse una membrana de 300 kDa, 500 kDa,
750 kDa o 1000 kDa). Diversas membranas adecuadas estan comercialmente disponibles.

La segunda etapa de filtracion se realiza ventajosamente con una disposicion de flujo tangencial (flujo cruzado).
Como se trata anteriormente, esta disposicion ayuda a evitar obstrucciones. Los casetes de microfiltracion de flujo
tangencial estan comercialmente disponibles, por ejemplo, la gama MaxCell™ de cartuchos de fibra hueca con 0,1
pm de tamafio de poro, o los cartuchos MidGee™ con 0,1 um de tamafio de poro, o cartuchos de laboratorio
Xampler™ con 0,1 um de tamafio de poro (todos disponibles de GE Healthcare).

La filtracion de flujo tangencial en la segunda etapa se realiza idealmente con diafiltracion (véase anteriormente).
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La segunda etapa de filtracion puede usar una membrana de fibra hueca, por ejemplo, para reducir la tension de
cizallamiento sobre las vesiculas.

El concentrado de la segunda etapa de filtracion contiene vesiculas y éstas pueden resuspenderse en cualquier
medio adecuado (por ejemplo, en un tampon u otro liquido farmacéuticamente aceptable) listo para la formulacion en
una vacuna.

Composiciones farmacéuticas

La invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende (a) vesiculas purificadas mediante un
procedimiento de la invencién y (b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La invencién también proporciona un
procedimiento para preparar una composicion tal que comprende la etapa de mezclar vesiculas purificadas mediante
un procedimiento de la invencion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La invencion también proporciona un recipiente (por ejemplo, vial) o dispositivo de administracion (por ejemplo,
jeringuilla) precargado con una composicion farmacéutica de la invencién. La invenciéon también proporciona un
procedimiento para proporcionar un recipiente o dispositivo tal, que comprende introducir en el recipiente o
dispositivo una composicion que contiene vesiculas de la invencion.

La composicion inmunogénica puede incluir un vehiculo farmacéuticamente aceptable, que puede ser cualquier
sustancia que por si misma no induzca la produccién de anticuerpos perjudiciales para el paciente que recibe la
composicion y que pueda administrarse sin excesiva toxicidad. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden
incluir liquidos tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Sustancias auxiliares, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, sustancias de tamponamiento del pH, y similares, también pueden estar presentes en
tales vehiculos. Una discusion meticulosa de vehiculos adecuados esta disponible en la ref. 22.

Las bacterias pueden afectar diversas areas del cuerpo y entonces las composiciones de la invencion pueden
prepararse en diversas formas. Por ejemplo, las composiciones pueden prepararse como inyectables, tanto como
disoluciones liquidas como suspensiones. También pueden prepararse formas sélidas adecuadas para disolucion
en, o suspension en, vehiculos liquidos antes de la inyeccién. La composicion puede prepararse para administracion
tépica, por ejemplo, como una pomada, crema o polvo. La composicion puede prepararse para administracion por
via oral, por ejemplo, como un comprimido o capsula, o como un jarabe (opcionalmente aromatizado). La
composicion puede prepararse para administracion pulmonar, por ejemplo, como un inhalador, usando un polvo fino
0 un espray. La composicion puede prepararse como un supositorio o pesario. La composicion puede prepararse
para administracion nasal, 6tica u ocular, por ejemplo, como gotas.

Un vehiculo farmacéutico puede incluir un agente protector de la temperatura, y este componente puede ser
particularmente util en composiciones adyuvantadas (particularmente aquellas que contienen un adyuvante mineral,
tal como una sal de aluminio). Como se describe en la referencia 23, un agente protector de la temperatura liquido
puede afadirse a una composicion acuosa de vacuna para reducir su punto de congelacion, por ejemplo, para
reducir el punto de congelacion a por debajo de 0 °C. Asi, la composicion puede almacenarse por debajo de 0 °C,
pero por encima de su punto de congelacion, para inhibir la descomposicion térmica. El agente protector de la
temperatura también permite la congelacion de la composicién mientras que se protegen adyuvantes de sales
minerales contra la aglomeracion o sedimentacién después de la congelacién y descongelacion, y también puede
proteger la composicion a temperaturas elevadas, por ejemplo, por encima de 40 °C. Una vacuna acuosa de partida
y el agente protector de la temperatura pueden mezclarse de forma que el agente protector de la temperatura liquido
forme el 1-80 % en volumen de la mezcla final. Los agentes protectores de la temperatura adecuados deben ser
seguros para administracion humana, facilmente miscibles/solubles en agua, y no deben dafiar otros componentes
(por ejemplo, antigeno y adyuvante) en la composicién. Ejemplos incluyen glicerina, propilenglicol y/o polietilenglicol
(PEG). Los PEG adecuados pueden tener un peso molecular promedio que oscila de 200-20.000 Da. En una
realizacion preferida, el polietilenglicol pueden tener un peso molecular promedio de aproximadamente 300 Da
('PEG-300").

La composicidon es preferentemente estéril. Esta preferentemente libre de pirégenos. Esta preferentemente
tamponada, por ejemplo, a entre pH 6 y pH 8, generalmente aproximadamente pH 7. Las composiciones de la
invencion pueden ser isotonicas con respecto a los seres humanos.

Las composiciones inmunogénicas comprenden una cantidad inmunolégicamente eficaz de vesiculas
inmunogénicas, ademas de cualquier otro de los otros componentes especificados, segln se necesite. Por 'cantidad
inmunolégicamente eficaz' se indica que la administraciéon de esa cantidad a un individuo, bien en una dosis Unica o
como parte de una serie, es eficaz para el tratamiento o prevencién. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y
condicion fisica del individuo que va a tratarse, edad, el grupo taxondmico del individuo que va a tratarse (por
ejemplo, primate no humano, primate, etc.), la capacidad del sistema inmunitario del individuo para sintetizar
anticuerpos, el grado de proteccion deseado, la formulaciéon de la vacuna, la evaluacion del médico practico de la
situacion médica, y otros factores relevantes. Se espera que la cantidad se encuentre en un intervalo relativamente
ancho que pueda determinarse mediante ensayos rutinarios.
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El trabajo previo con vacunas de vesicula (por ejemplo, para meningococo) ofrece orientacién farmacéutica,
posolégica y de formulacion para composiciones de la invencién. La concentracion de vesiculas en composiciones
de la invencion estard generalmente entre 10 y 500 pg/ml, preferentemente entre 25 y 200 pg/ml, y mas
preferentemente aproximadamente 50 pg/ml o aproximadamente 100 pg/ml (expresada en términos de proteina total
en las vesiculas). Un volumen de dosificacion de 0,5 ml es tipico para inyeccion.

La composicion puede administrarse conjuntamente con otros agentes inmunorreguladores.
Adyuvantes que pueden usarse en composiciones de la invencién incluyen, pero no se limitan a:

A. Composiciones gue contienen minerales

Composiciones que contienen minerales adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen sales
minerales, tales como sales de aluminio y sales de calcio. La invencion incluye sales minerales tales como
hidréxidos (por ejemplo, oxihidréxidos), fosfatos (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por
ejemplo, véanse los capitulos 8 y 9 de la ref. 27], o mezclas de diferentes compuestos minerales, tomando los
compuestos cualquier forma adecuada (por ejemplo, gel, cristalina, amorfa, etc.), y prefiriéndose la adsorcién. Las
composiciones que contienen mineral también pueden formularse como particula de sal metélica.

Los adyuvantes conocidos como “hidroxido de aluminio” son normalmente sales de oxihidroxido de aluminio, que
son normalmente al menos parcialmente cristalinas. El oxihidréxido de aluminio, que puede representarse por la
férmula AIO(OH), puede distinguirse de otros compuestos de aluminio, tales como hidréxido de aluminio Al(OH)s, por
espectroscopia de infrarrojos (IR), en particular por la presencia de una banda de adsorcion a 1070 cm™ y un fuerte
hombro a 3090-3100 cm™ [capitulo 9 de la ref. 27]. El grado de cristalinidad de un adyuvante de hidréxido de
aluminio se refleja por la anchura de la banda de difraccion a la mitad de la altura (WHH), mostrando particulas
escasamente cristalinas mayor ensanchamiento de la linea debido a tamafios de cristales mas pequefios. El area
superficial aumenta a medida que aumenta WHH, y se ha observado que adyuvantes con mayores valores de WHH
tienen mayor capacidad para la adsorcion de antigeno. Una morfologia fibrosa (por ejemplo, como se observa en las
micrografias electrénicas de transmision) es tipica para adyuvantes de hidréxido de aluminio. El pl de los adyuvantes
de hidroxido de aluminio es normalmente aproximadamente 11, es decir, el propio adyuvante tiene una carga
superficial positiva a pH fisioldgico. Se ha informado de capacidades adsortivas de entre 1,8-2,6 mg de proteina por
mg de A" a pH 7,4 para adyuvantes de hidréxido de aluminio.

Los adyuvantes conocidos como “fosfato de aluminio” son normalmente hidroxifosfatos de aluminio, que
frecuentemente también contienen una pequefa cantidad de sulfato (es decir, hidroxifosfato-sulfato de aluminio).
Pueden obtenerse mediante precipitacién, y las condiciones de reaccién y concentraciones durante la precipitacion
influyen en el grado de sustitucion de hidroxilo por fosfato en la sal. Los hidroxifosfatos generalmente tienen una
relacion molar de PO4/Al entre 0,3 y 1,2. Los hidroxifosfatos pueden distinguirse del AIPO, estricto por la presencia
de grupos hidroxilo. Por ejemplo, una banda del espectro de IR a 3164 cm™ (por ejemplo, a 200 °C) indica la
presencia de hidroxilos estructurales [Cap. 9 de la ref. 27].

La relacibn molar de PO4/AI3+ de un adyuvante de fosfato de aluminio estard generalmente entre 0,3 y 1,2,
preferentemente entre 0,8 y 1,2, y mas preferentemente 0,95 + 0,1. El fosfato de aluminio sera generalmente amorfo,
particularmente para sales de hidroxifosfato. Un adyuvante tipico es hidroxifosfato de aluminio amorfo con relaciéon
molar de PO4/Al entre 0,84 y 0,92, incluidos 0,6 mg de A¥/ml. El fosfato de aluminio estara generalmente
particulado (por ejemplo, morfologia similar a placas como se observa en micrografias electronicas de transmision).
Diametros tipicos de las particulas estan en el intervalo 0,5-20 pm (por ejemplo, aproximadamente 5-10 pm)
después de cualquier adsorcion de antigeno. Se ha informado de capacidades adsortivas de entre 0,7-1,5 mg de
proteina por mg de A" a pH 7,4 para adyuvantes de fosfato de aluminio.

El punto de carga cero (PZC) del fosfato de aluminio esta inversamente relacionado con el grado de sustitucion de
hidroxilo por fosfato, y este grado de sustitucion puede variar dependiendo de las condiciones de reaccion y
concentracion de reactantes usados para preparar la sal mediante precipitacion. EI PZC también se altera
cambiando la concentracion de iones fosfato libre en disolucién (mas fosfato = PZC mas acido) o afiadiendo un
tampon tal como un tampon de histidina (hace el PZC mas basico). Los fosfatos de aluminio usados segun la
invencion tendran generalmente un PZC de entre 4,0 y 7,0, mas preferentemente entre 5,0 y 6,5, por ejemplo,
aproximadamente 5,7.

Las suspensiones de sales de aluminio usadas para preparar composiciones de la invencién pueden contener un
tampon (por ejemplo, un tampon fosfato o histidina o Tris), pero esto no siempre es necesario. Las suspensiones son
preferentemente estériles y libres de pirégenos Una suspension puede incluir iones fosfato acuosos libres, por
ejemplo, presentes a una concentracion entre 1,0 y 20 mM, preferentemente entre 5 y 15 mM, y mas
preferentemente aproximadamente 10 mM. Las suspensiones también pueden comprender cloruro sddico.

En una realizacion, un componente de adyuvante incluye una mezcla de tanto un hidréxido de aluminio como un
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fosfato de aluminio. En este caso puede haber mas fosfato de aluminio que hidroxido, por ejemplo, una relacion de
peso de al menos 2:1, por ejemplo, =5:1, 26:1, =27:1, 28:1, 29:1, etc.

La concentracién de AI"™" en una composicién para administracion a un paciente es preferentemente inferior a 10
mg/ml, por ejemplo, £5 mg/ml, <4 mg/ml, £3 mg/ml, <2 mg/ml, £1 mg/ml, etc. Un intervalo preferido es entre 0,3y 1
mg/ml. Se prefiere un maximo de <0,85 mg/dosis.

B. Emulsiones de aceite

Las composiciones de emulsiéon de aceite adecuadas para su uso como adyuvantes en la invencion incluyen
emulsiones de escualeno-agua tales como MF59 [Capitulo 10 de la ref. 27; véase también la ref. 24] (5 % de
escualeno, 0,5 % de Tween 80 y 0,5 % de Span 85, formulado en particulas submicrométricas usando un
microfluidizador). También pueden usarse adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante incompleto de Freund
(IFA).

Se conocen diversas emulsiones de aceite en agua adecuadas, y normalmente incluyen al menos un aceite y al
menos un tensioactivo, siendo el (los) aceite(s) y tensioactivo(s) biodegradable(s) (metabolizable(s)) y
biocompatible(s). Las gotitas de aceite en la emulsién tienen generalmente menos de 5 um en diametro, y
ventajosamente la emulsién comprende gotitas de aceite con un didmetro submicrométrico, consiguiéndose estos
pequefios tamafios con un microfluidizador para proporcionar emulsiones estables. Se prefieren gotitas con un
tamafio inferior a 220 nm ya que pueden someterse a esterilizacion por filtracion.

La invencién puede usarse con aceites tales como aquellos de una fuente animal (tal como pescado) o vegetal.
Fuentes para aceites vegetales incluyen frutos secos, semillas y granos. El aceite de cacahuete, aceite de soja,
aceite de coco y aceite de oliva, los mas comunmente disponibles, ejemplifican los aceites de frutos secos. El aceite
de jojoba puede usarse, por ejemplo, obtenido de la judia de la jojoba. Los aceites de semillas incluyen aceite de
alazor, aceite de semilla de algodén, aceite de semilla de girasol, aceite de semilla de sésamo y similares. En el
grupo de los granos, el aceite de maiz es el méas facilmente disponible, pero también puede usarse el aceite de otros
granos de cereal tales como trigo, avena, centeno, arroz, teff, tritical y similares. Los ésteres de &cidos grasos de 6-
10 carbonos de glicerol y 1,2-propanodiol, aunque no se producen naturalmente en aceites de semilla, pueden
prepararse mediante hidrdlisis, separacion y esterificacion de los materiales apropiados a partir de aceites de frutos
secos y de semillas. Las grasas y aceites de la leche de mamifero son metabolizables y pueden, por tanto, usarse
en la practica de la presente invencion. Los procedimientos para la separacion, purificacion, saponificacion y otros
medios necesarios para obtener aceites puros de fuente de animal son muy conocidos en la técnica. La mayoria de
los pescados contienen aceites metabolizables que pueden recuperarse facilmente. Por ejemplo, aceite de higado
de bacalao, aceites de higado de tiburdn y aceite de ballena tal como espermaceti ejemplifican varios de los aceites
de pescado que pueden usarse en el presente documento. Varios aceites de cadena ramificada se sintetizan
biogquimicamente en unidades de isopreno de 5 carbonos y generalmente se denominan terpenoides. El aceite de
higado de tiburon contiene un terpenoide insaturado ramificado conocido como escualeno, 2,6,10,15,19,23-
hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno. Otros aceites preferidos son los tocoferoles (véase mas adelante). Las
emulsiones de aceite en agua que comprenden escualeno son particularmente preferidas. Pueden usarse mezclas
de aceites.

Los tensioactivos pueden clasificarse por su 'HLB' (balance hidréfilo/lipéfilo). Tensioactivos preferidos de la invencion
tienen un HLB de al menos 10, preferentemente al menos 15, y mas preferentemente al menos 16. La invencién
puede usarse con tensioactivos que incluyen, pero no se limitan a: los tensioactivos de ésteres de
polioxietilensorbitano (cominmente denominados los Tweens), especialmente polisorbato 20 y polisorbato 80;
copolimeros de 6xido de etileno (OE), 6xido de propileno (OP) y/o 6xido de butileno (OB), comercializados bajo el
nombre comercial DOWFAX™, tales como copolimeros de bloques de OE/OP lineales; octoxinoles, que pueden
variar en el nimero de grupos etoxi (oxi-1,2-etanodiilo) de repeticion, siendo el octoxinol-9 (Triton X-100, o t-
octilfenoxipolietoxietanol) de particular interés; (octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL CA-630/NP-40); fosfolipidos tales
como fosfatidilcolina (lecitina); éteres grasos de polioxietileno derivados de alcoholes de laurilo, cetilo, estearilo y
oleicos (conocidos como tensioactivos Brij), tales como monolauril éter de trietilenglicol (Brij 30); y ésteres de
sorbitano (comunmente conocidos como los SPAN), tales como trioleato de sorbitano (Span 85) y monolaurato de
sorbitano. Tensioactivos preferidos para incluir en la emulsién son Tween 80 (monooleato de polioxietilensorbitano),
Span 85 (trioleato de sorbitano), lecitina y Triton X-100. Como se ha mencionado anteriormente, detergentes tales
como Tween 80 pueden contribuir a la estabilidad térmica observada en los ejemplos mas adelante.

Pueden usarse mezclas de tensioactivos, por ejemplo, mezclas de Tween 80/Span 85. También es adecuada una
combinacion de un éster de polioxietilensorbitano tal como monooleato de polioxietilensorbitano (Tween 80) y un
octoxinol tal como t-octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100). Otra combinacion util comprende lauril éter 9 mas un
éster de polioxietilensorbitano y/o un octoxinol. Cantidades preferidas de tensioactivos (% en peso) son: ésteres de
polioxietilensorbitano (tales como Tween 80) 0,01 al 1 %, en particular aproximadamente 0,1 %; octil- o
nonilfenoxipolioxietanoles (tales como Triton X-100, u otros detergentes en la serie Triton) 0,001 al 0,1 %, en
particular 0,005 al 0,02 %; éteres de polioxietileno (tales como lauril éter 9) 0,1 al 20 %, preferentemente 0,1 al 10 %
y en particular 0,1 al 1 % o aproximadamente 0,5 %.
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Adyuvantes de emulsion de aceite en agua especificos Utiles con la invencién incluyen, pero no se limitan a:

Una emulsiéon submicrométrica de escualeno, Tween 80 y Span 85. La composicion de la emulsion en
volumen puede ser aproximadamente 5 % de escualeno, aproximadamente 0,5 % de polisorbato 80 y
aproximadamente 0,5 % de Span 85. En términos de peso, estas relaciones se convierten en 4,3 % de
escualeno, 0,5 % de polisorbato 80 y 0,48 % de Span 85. Este adyuvante se conoce como 'MF59' [24-26],
como se describe en mas detalle en el Capitulo 10 de la ref. 27 y el Capitulo 12 de la ref. 28. La emulsion
MF59 incluye ventajosamente iones citrato, por ejemplo, tampdn citrato de sodio 10 mM.

Una emulsion que comprende escualeno, un a-tocoferol y polisorbato 80. Estas emulsiones puede tener del 2
al 10 % de escualeno, del 2 al 10 % de tocoferol y del 0,3 al 3 % de Tween 80, y la relaciéon de peso de
escualeno:tocoferol es preferentemente <1 (por ejemplo, 0,90), ya que esto proporciona una emulsién mas
estable. El escualeno y Tween 80 pueden estar presentes en una relaciéon de volumen de aproximadamente
5:2, 0 a una relacién de peso de aproximadamente 11:5. Una emulsion tal puede prepararse disolviendo
Tween 80 en PBS para dar una disolucion al 2 %, luego mezclando 90 ml de esta disoluciéon con una mezcla
de (5 g de DL-a-tocoferol y 5 ml de escualeno), luego microfluidizando la mezcla. La emulsién resultante
puede tener gotitas de aceite submicrométricas, por ejemplo, con un diametro promedio de entre 100 y 250
nm, preferentemente aproximadamente 180 nm.

Una emulsion de escualeno, un tocoferol y un detergente Triton (por ejemplo, Triton X-100). La emulsién
también puede incluir 3d-MPL (véase mas adelante). La emulsion puede contener un tampon fosfato.

Una emulsiéon que comprende un polisorbato (por ejemplo, polisorbato 80), un detergente Triton (por ejemplo,
Triton X-100) y un tocoferol (por ejemplo, un succinato de o-tocoferol). La emulsion puede incluir estos tres
componentes a una relacion masica de aproximadamente 75:11:10 (por ejemplo, 750 pg/ml de polisorbato
80, 110 pg/ml de Triton X-100 y 100 pg/ml de succinato de a-tocoferol), y estas concentraciones deben incluir
cualquier contribucion de estos componentes de antigenos. La emulsion también puede incluir escualeno. La
emulsién también puede incluir 3d-MPL (véase mas adelante). La fase acuosa puede contener un tampon
fosfato.

Una emulsion de escualano, polisorbato 80 y poloxamero 401 (“Pluronic™ L121”). La emulsién puede
formularse en solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,4. Esta emulsién es un vehiculo de administracion
util para muramildipéptidos y se ha usado con treonil-MDP en el adyuvante “SAF-1" [29] (0,05-1 % de Thr-
MDP, 5 % de escualano, 2,5 % de Pluronic L121 y 0,2 % de polisorbato 80). También puede usarse sin Thr-
MDP, como en el adyuvante “AF” [30] (5 % de escualano, 1,25 % de Pluronic L121 y 0,2 % de polisorbato
80). Se prefiere la microfluidizacion.

Una emulsion que comprende escualeno, un disolvente acuoso, un tensioactivo no ionico hidréfilo de éter
alquilico de polioxietileno (por ejemplo, éter cetoestearilico de polioxietileno (12)) y un tensioactivo no iénico
hidroéfobo (por ejemplo, un éster de sorbitano o éster de manida, tal como monooleato de sorbitano o 'Span
80"). La emulsion es preferentemente termorreversible y/o tiene al menos el 90 % de las gotitas de aceite (en
volumen) con un tamafio inferior a 200 nm [31]. La emulsion también puede incluir uno o més de: alditol; un
agente crioprotector (por ejemplo, un azlcar, tal como dodecilmaltésido y/o sacarosa); y/o un
alquilpoliglucdsido. Tales emulsiones pueden liofilizarse.

Una emulsion que tiene 0,5-50 % de un aceite, 0,1-10 % de un fosfolipido y 0,05-5 % de un tensioactivo no
i6nico. Como se describe en la referencia 32, componentes de fosfolipido preferidos son fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, acido fosfatidico, esfingomielina y
cardiolipina. Son ventajosos tamafios de gotita submicrométricos.

Una emulsion de aceite en agua submicrométrica de un aceite no metabolizable (tal como aceite mineral
ligero) y al menos un tensioactivo (tal como lecitina, Tween 80 o Span 80). Pueden incluirse aditivos tales
como la saponina QuilA, colesterol, un conjugado de saponina-lipéfilo (tal como GPI-0100, descrito en la
referencia 33, producido mediante adicion de amina alifatica a desacilsaponina mediante el grupo carboxilo
de 4&cido glucurénico), bromuro de dimetildioctadecilamonio y/o  N,N-dioctadecil-N,N-bis(2-
hidroxietil)propanodiamina.

Una emulsiéon que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado lipéfilo no i6nico y un tensioactivo
hidréfilo no ionico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o copolimero de bloques de polioxietileno-
polioxipropileno) [34].

Una emulsion que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado hidréfilo no iénico y un
tensioactivo lipéfilo no idnico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o copolimero de bloques de
polioxietileno-polioxipropileno) [34].

Una emulsion en la que una saponina (por ejemplo, QuilA o QS21) y un esterol (por ejemplo, un colesterol)
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estan asociados como micelas helicoidales [35].

Los antigenos y adyuvantes en una composicion normalmente estaran en mezcla en el momento de la
administracion a un paciente. Las emulsiones pueden mezclarse con antigeno durante la fabricacién, o
extemporaneamente, en el momento de la administracion. Asi, el adyuvante y el antigeno pueden mantenerse por
separado en una vacuna envasada o distribuida, lista para formulacién final en el momento de uso. El antigeno
estara generalmente en una forma acuosa, de forma que la vacuna se prepare finalmente mezclando dos liquidos.
La relacion de volumen de los dos liquidos para la mezcla puede variar (por ejemplo, entre 5:1 y 1:5), pero es
generalmente aproximadamente 1:1.

C. Formulaciones de saponina [capitulo 22 de la ref. 27]

Las formulaciones de saponina también pueden usarse como adyuvantes en la invencién. Las saponinas son un
grupo heterélogo de glucosidos de esterol y glucésidos triterpenoides que se encuentran en la corteza, las hojas, los
tallos, las raices e incluso las flores de una amplia variedad de especies de plantas. Las saponinas aisladas de la
corteza del arbol Quillaja saponaria Molina se han estudiado exhaustivamente como adyuvantes. La saponina
también puede obtenerse comercialmente de Smilax ornata (zarzaparrilla), Gypsophila paniculata (velo de novia) y
Saponaria officinalis (raiz de jabén). Las formulaciones de adyuvante de saponina incluyen formulaciones purificadas
tales como QS21, ademas de formulaciones de lipidos tales como ISCOM. QS21 se comercializa como Stimulon™.

Las composiciones de saponina se han purificado usando HPLC y RP-HPLC. Se han identificado fracciones
purificadas especificas usando estas técnicas que incluyen QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B y QH-C.
Preferentemente, la saponina es QS21. Un procedimiento de produccién de QS21 se desvela en la ref. 36. Las
formulaciones de saponina también pueden comprender un esterol tal como colesterol [37].

Las combinaciones de saponinas y colesteroles pueden usarse para formar particulas Unicas llamadas complejos
inmunoestimulantes (ISCOM; véase el capitulo 23 de la ref. 27; también las ref. 38 y 39). Los ISCOM normalmente
también incluyen un fosfolipido tal como fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Puede usarse cualquier saponina
conocida en los ISCOM. Preferentemente, el ISCOM incluye uno o mas de QuilA, QHA y QHC. Opcionalmente, los
ISCOM pueden carecer de detergente adicional [40].

Una revision del desarrollo de adyuvantes basados en saponina puede encontrarse en las ref. 41y 42.

D. Derivados bacterianos 0 microbianos

Adyuvantes adecuados para su uso en la invencién incluyen derivados bacterianos o microbianos tales como
derivados no toxicos de lipopolisacarido enterobacteriano (LPS), derivados del lipido A, oligonucle6tidos
inmunoestimulantes y toxinas ribosilantes de ADP y derivados desintoxicados de las mismas.

Los derivados no toxicos de LPS incluyen monofosforil lipido A (MPL) y MPL 3-O-desacilado (3dMPL). 3dMPL es
una mezcla de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado con 4, 5 6 6 cadenas aciladas. Una forma de “particula
pequefa” preferida de monofosforil lipido A 3-des-O-acilado se desvela en la ref. 43. Tales “particulas pequefias” de
3dMPL son demasiado pequefias para esterilizarse por filtracion a través de una membrana de 0,22 micrémetros
[43]. Otros derivados de LPS no téxicos incluyen miméticos de monofosforil lipido A tales como derivados de fosfato
de aminoalquilglucosaminida, por ejemplo, RC-529 [44, 45].

Los derivados del lipido A incluyen derivados del lipido A de Escherichia coli tales como OM-174. OM-174 se
describe, por ejemplo, en las ref. 46 y 47.

Los oligonucledtidos inmunoestimulantes adecuados para uso como adyuvantes en la invencion incluyen secuencias
de nucledtidos que contienen un motivo CpG (una secuencia de dinucledtidos que contiene una citosina sin metilar
ligada por un enlace fosfato a una guanosina). También se ha mostrado que los ARN bicatenarios u oligonucleétidos
que contienen secuencias palindrémicas o de poli(dG) son inmunoestimulantes.

Los CpG pueden incluir modificaciones/analogos de nucleétidos tales como modificaciones de fosforotioato y pueden
ser bicatenarios o monocatenarios. Las referencias 48, 49 y 50 desvelan posibles sustituciones andlogas, por
ejemplo, sustitucion de guanosina con 2'-desoxi-7-deazaguanosina. El efecto adyuvante de los oligonucleétidos de
CpG se trata adicionalmente en las ref. 51-56.

La secuencia de CpG puede dirigirse a TLR9, tal como el motivo GTCGTT o TTCGTT [57]. La secuencia de CpG
puede ser especifica para inducir una respuesta inmunitaria Thl tal como un ODN CpG-A, o puede ser mas
especifica para inducir una respuesta de linfocitos B tal como ODN CpG-B. Los ODN CpG-A y CpG-B se tratan en
las ref. 58-60. Preferentemente, CpG es CpG-A ODN.

Preferentemente, el oligonucledtido de CpG se construye de manera que el extremo 5' esté accesible para el
reconocimiento de receptores. Opcionalmente, dos secuencias de oligonucledtidos de CpG pueden unirse en sus
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extremos 3' para formar “inmundmeros”. Véanse, por ejemplo, las ref. 61-63.

Un adyuvante particularmente Util basado en oligonucle6tidos inmunoestimulantes se conoce como IC-31™ [64-66].
Asi, un adyuvante usado con la invencién puede comprender una mezcla de (i) un oligonucleétido (por ejemplo,
entre 15-40 nucledtidos) que incluye al menos uno (y preferentemente multiples) motivos Cpl (es decir, una citosina
ligada a una inosina para formar un dinucleétido), y (ii) un polimero policatidnico, tal como un oligopéptido (por
ejemplo, entre 5-20 aminoacidos) que incluye al menos uno (y preferentemente multiples) secuencia(s) de tripéptidos
Lys-Arg-Lys. El oligonucleétido puede ser un desoxinucleétido que comprende la secuencia 26-mera 5'-(IC)13-3'
(SEC ID N¢; 7). El polimero policatiénico puede ser un péptido que comprende la secuencia 11-mera de aminoacidos
KLKLLLLLKLK (SEC ID N°: 6). Esta combinacion de SEC ID N°: 6 y 7 proporciona el adyuvante IC-31™.,

Las toxinas ribosilantes de ADP bacterianas y los derivados desintoxicados de las mismas pueden usarse como
adyuvantes en la invencion. Preferentemente, la proteina se deriva de E. coli (es decir, enterotoxina labil al calor de
E. coli “LT”), colera (“CT”) o pertussis (“PT"). El uso de toxinas ribosilantes de ADP desintoxicadas como adyuvantes
de la mucosa se describe en la ref. 67 y como adyuvantes parenterales en la ref. 68. La toxina o toxoide esta
preferentemente en forma de una holotoxina, que comprende tanto las subunidades A como B. Preferentemente, la
subunidad A contiene un mutacién desintoxicante; preferentemente la subunidad B no esta mutada.
Preferentemente, el adyuvante es un mutante de LT desintoxicado tal como LT-K63, LT-R72 y LT-G192. El uso de
toxinas ribosilantes de ADP y derivados desintoxicados de las mismas, particularmente LT-K63 y LT-R72, como
adyuvantes puede encontrarse en las ref. 69-76. Un mutante de CT util es o CT-E29H [77]. La referencia numérica
para sustituciones de aminoacidos se basa preferentemente en los alineamientos de las subunidades A y B de
toxinas ribosilantes de ADP expuestas en la ref. 78, incorporada especificamente en el presente documento por
referencia en su totalidad.

E. Inmunomoduladores humanos

Los inmunomoduladores humanos adecuados para uso como adyuvantes en la invencion incluyen citocinas tales
como interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12 [79], etc.) [80], interferones (por ejemplo,
interferon-y), factor estimulante de colonias de macréfagos y factor de necrosis tumoral. Un inmunomodulador
preferido es IL-12.

F. Bioadhesivos y mucoadhesivos

También pueden usarse bioadhesivos y mucoadhesivos como adyuvantes en la invencién. Bioadhesivos adecuados
incluyen microesferas de acido hialurénico esterificadas [81] o mucoadhesivos tales como derivados reticulados de
poli(acido acrilico), poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, polisacéridos y carboximetilcelulosa. También pueden
usarse quitosano y derivados del mismo como adyuvantes en la invencion [82].

G. Microparticulas

Las microparticulas también pueden usarse como adyuvantes en la invencion. Se prefieren microparticulas (es decir,
una particula de ~100 nm a ~150 pm de diametro, méas preferentemente ~200 nm a ~30 pm de diametro, y lo mas
preferentemente ~500 nm a ~10 um de didmetro) formadas a partir de materiales que son biodegradables y no
téxicos (por ejemplo, un poli(a-hidroxiacido), un &cido polihidroxibutirico, un poliortoéster, un polianhidrido, una
policaprolactona, etc.), con poli(lactida-co-glicolida), opcionalmente tratadas para tener una superficie negativamente
cargada (por ejemplo, con SDS) o una superficie positivamente cargada (por ejemplo, con un detergente catiénico tal
como CTAB).

H. Liposomas (capitulos 13 y 14 de la ref. 27)

Ejemplos de formulaciones de liposomas adecuadas para uso como adyuvantes se describen en las ref. 83-85.

|. Compuestos de imidazoquinolona.

Ejemplos de compuestos de imidazoquinolona adecuados para su uso como adyuvantes en la invencién incluyen
imiqguamod y sus homélogos (por ejemplo, "Resiquimod 3M”), descritos adicionalmente en las ref. 86 y 87.

La invencion también puede comprender combinaciones de aspectos de uno o mas de los adyuvantes identificados
anteriormente. Por ejemplo, las siguientes composiciones de adyuvantes pueden usarse en la invencién: (1) una
saponina y una emulsion de aceite en agua [88]; (2) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS no
téxico (por ejemplo, 3dMPL) [89]; (3) una saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado de LPS no toxico (por
ejemplo, 3dMPL) + un colesterol; (4) una saponina (por ejemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + un
esterol) [90]; (5) combinaciones de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua [91]; (6) SAF,
gue contiene 10 % de escualano, 0,4 % de Tween 80™, 5 % de Pluronic-polimero de blogues L121, y thr-MDP, tanto
microfluidizado en una emulsiéon submicrométrica como agitado con vortex para generar una emulsion de mayor
tamafo de particula. (7) El sistema de adyuvantes Ribi™ (RAS) (Ribi Immunochem) que contiene 2 % de escualeno,
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0,2 % de Tween 80, y uno o mas componentes de la pared celular bacteriana del grupo que consiste en monofosforil
lipido A (MPL), trehalosa dimicolato (TDM) y esqueleto de la pared celular (CWS), preferentemente MPL + CWS
(Detox™); y (8) una o mas sales minerales (tales como una sal de aluminio) + un derivado no toxico de LPS (tal
como 3dMPL).

Otras sustancias que actian de agentes inmunoestimulantes se desvelan en el capitulo 7 de la ref. 27.

Un adyuvante de hidroxido de aluminio es (til, y los antigenos se adsorben generalmente a esta sal. También se
prefieren emulsiones de aceite en agua que comprenden escualeno, con gotitas de aceite submicrométricas,
particularmente en los ancianos. Combinaciones de adyuvantes Utiles incluyen combinaciones de adyuvantes Thly
Th2 tales como CpG y una sal de aluminio, o resiquimod y una sal de aluminio. Puede usarse una combinacion de
una sal de aluminio y 3dMPL.

Inmunizacién

Ademas de proporcionar composiciones inmunogénicas como se ha descrito anteriormente, la invenciéon también
proporciona un procedimiento para producir una respuesta de anticuerpos en un mamifero, que comprende
administrar una composicion inmunogénica de la invencion al mamifero. La respuesta de anticuerpos es
preferentemente una respuesta de anticuerpos protectora. La invencidon también proporciona composiciones de la
invencion para su uso en tales procedimientos.

La invencion también proporciona un procedimiento para proteger un mamifero contra una infeccion y/o enfermedad
bacteriana, que comprende administrar al mamifero una composicion inmunogénica de la invencién.

La invencién proporciona composiciones de la invencién para su uso como medicamentos (por ejemplo, como
composiciones inmunogénicas o como vacunas). También proporciona el uso de vesiculas de la invencion en la
fabricacion de un medicamento para prevenir una infeccion bacteriana en un mamifero.

El mamifero es preferentemente un ser humano. El ser humano puede ser un adulto o, preferentemente, un nifio. Si
la vacuna es para uso profilactico, el ser humano es preferentemente un nifio (por ejemplo, un bebé mayor o
lactante); si la vacuna es para uso terapéutico, el ser humano es preferentemente un adulto. Una vacuna prevista
para niflos también puede administrarse a adultos, por ejemplo, para evaluar la seguridad, dosificacion,
inmunogenicidad, etc.

Los usos y procedimientos son particularmente Gtiles para prevenir/tratar enfermedades producidas por Shigella que
incluyen, pero no se limitan a, shigelosis, sindrome de Reiter y/o sindrome urémico hemolitico. También son Utiles
para prevenir/tratar enfermedades producidas por Salmonella que incluyen, pero no se limitan a, intoxicacion
alimentaria y/o diarrea.

La eficacia del tratamiento terapéutico puede probarse monitorizando la infeccion bacteriana después de la
administracion de la composicion de la invencién. La eficacia del tratamiento profilactico puede probarse
monitorizando respuestas inmunitarias contra proteinas inmunogénicas en las vesiculas u otros antigenos después
de la administracion de la composicion. La inmunogenicidad de composiciones de la invencién puede determinarse
administrandolas para probar sujetos (por ejemplo, nifios de 12-16 meses de edad) y luego determinar parametros
seroldgicos convencionales. Estas respuestas inmunitarias se determinardn generalmente aproximadamente 4
semanas después de la administracion de la composicion, y en comparacién con valores determinados antes de la
administracion de la composicién. Si se administra méas de una dosis de la composicion, puede hacerse mas de una
determinacién después de la administracion.

Las composiciones de la invencion se administraran generalmente directamente a un paciente. La administracion
directa puede llevarse a cabo mediante inyeccién parenteral (por ejemplo, subcutaneamente, intraperitonealmente,
intravenosamente, intramuscularmente, o al espacio intersticial de un tejido), o por administracion rectal, oral,
vaginal, tépica, transdérmica, intranasal, ocular, 6tica, pulmonar u otra mucosa. Se prefiere la administracion
intramuscular al muslo o al brazo superior. La inyeccidon puede ser mediante una aguja (por ejemplo, una aguja
hipodérmica), pero alternativamente puede usarse inyeccidn sin aguja. Una dosis intramuscular tipica es
aproximadamente 0,5 ml.

La invencion puede usarse para provocar inmunidad sistémica y/o mucosa.

El tratamiento de dosificacion puede ser un programa de dosis Unica o un programa de multiples dosis. Las mdltiples
dosis pueden usarse en un programa de inmunizacién primaria y/o en un programa de inmunizacion de refuerzo. Un
programa de dosis primaria puede ir seguido de programa de dosis de refuerzo. El momento adecuado entre la dosis
de sensibilizaciéon (por ejemplo, entre 4-16 semanas), y entre la sensibilizacion y el refuerzo, puede determinarse
rutinariamente.
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Procedimientos de cultivo

La invencién también proporciona un procedimiento para cultivar un bacteria Shigella, que comprende cultivar la
bacteria bajo condiciones agitadas y aireadas a 37 °C y pH 7,1 con oxigeno disuelto al 30 % de saturacion.
General

El término “gque comprende” engloba “que incluye”, ademas de “que consiste”, por ejemplo, una composicion “que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X + Y.

El término “aproximadamente” en relacion con un valor numérico x es opcional y significa, por ejemplo, x £ 10 %.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicion que esta “sustancialmente
libre” de Y puede estar completamente libre de Y. Si fuera necesario, la palabra “sustancialmente” puede omitirse de
la definicién de la invencién.

Referencias a un porcentaje de identidad de secuencias entre dos secuencias de aminoacidos significa que, cuando
se alinean, ese porcentaje de aminoacidos son los mismos en la comparacién de las dos secuencias. Este
alineamiento y la homologia en porcentaje o identidad de secuencias puede determinarse usando programas de
software conocidos en la técnica, por ejemplo, aquellos descritos en seccion 7.7.18 de la referencia 92. Un
alineamiento preferido se determina por el algoritmo de bisqueda de homologia de Smith-Waterman usando una
busqueda de huecos afin con una penalizacion por apertura de hueco de 12 y una penalizacion por extension de
hueco de 2, matriz BLOSUM de 62. El algoritmo de busqueda de homologia de Smith-Waterman es muy conocido y
se desvela en la referencia 93.

La numeracion “Gl” se usa anteriormente. Un ndmero Gl, o “identificador de GenInfo”, es una serie de digitos
asignados consecutivamente a cada registro de secuencia procesada por NCBI cuando las secuencias se afiaden a
sus bases de datos. El nimero de GI no se parece al registro del nimero de acceso de la secuencia. Cuando una
secuencia se actualiza (por ejemplo, para la correccién, o para afiadir mas anotacion o informacion) entonces recibe
un nuevo ndimero Gl. Asi nunca se cambia la secuencia asociada a un nimero Gl dado.

Si la invencidn se refiere a un “epitope”, este epitope puede ser un epitope de linfocitos B y/o un epitope de linfocitos
T. Tales epitopes pueden identificarse empiricamente (por ejemplo, usando PEPSCAN [94, 95] o procedimientos
similares), o pueden predecirse (por ejemplo, usando el indice antigénico de Jameson-Wolf [96], enfoques basados
en matriz [97], MAPITOPE [98], TEPITOPE [99, 100], redes neurales [101], OptiMer & EpiMer [102, 103], ADEPT
[104], Tsites [105], hidrofilia [106], indice antigénico [107] o los procedimientos desvelados en las referencias 108-
109, etc.). Los epitopes son las partes de un antigeno que son reconocidas por y se unen a los sitios de union a
antigeno de anticuerpos o receptores de linfocitos T, y también pueden denominarse “determinantes antigénicos”.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra ampollas de la invencion purificadas de cultivo.

La Figura 2 muestra andlisis de SDS-PAGE de muestras de Shigella tomadas (i) antes de la primera filtracion, (ii)
después de la primera filtracion, y (iii) después de la segunda filtracién. Cada panel tiene tres carriles que muestran,
de izquierda a derecha, proteina total, proteina de vesicula y proteina soluble. La Figura 5 muestra resultados
similares para Salmonella.

La Figura 3 muestra un traza de SEC de muestras tomadas después de la primera y segunda etapas de filtracion.

La Figura 4 ilustra el procedimiento global de la invencion.

MODOS PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION
Cultivo bacteriano

Se prepar6 una cepa doblemente inactivada de S. sonnei usando el sistema A Red. Los genes tolR y galU se
inactivaron ambos dando una cepa AtolRAgalU. Esta cepa doble mutante libera ampollas de la membrana externa
mas facilmente que la cepa natural y no tiene antigeno O en su LPS.

La fermentacion de AtolRAgalU de S. sonnei se ejecutd bajo las siguientes condiciones: pH 7,1, 37 °C, oxigeno
disuelto mantenido al 30 % de saturacion controlando la agitacion y fijando la aireacion maxima. El pH se controld
mediante la adicion de hidréxido de amonio 4 M. La espuma se control6 mediante la adicién de 10 % de PPG
durante la ejecucion. El medio consistié en los siguientes componentes: KH,PO4, K;HPO, y extracto de levadura.
Después de esterilizar el medio en autoclave, se afadieron glicerol y MgSQO4 antes de la inoculaciéon. El inéculo de
cultivo fue del 5 % del volumen del fermentador. El procedimiento de fermentacion durd aproximadamente 13 horas
y la concentracion de células se midié como densidad 6ptica a 600 nm.
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Purificacion de ampollas

Vesiculas producidas en el caldo de fermentacién se purificaron usando dos etapas de FFT (filtracion de flujo
tangencial) consecutivas: micro-filtracion a 0,22 um y luego una segunda micro-filtracién a 0,1 pm.

Durante la primera etapa de filtracion las vesiculas se separaron de la biomasa por FFT a través de un casete de
0,22 um de tamafio de poro. La biomasa se concentré primero 4 veces y, después de cinco etapas de diafiltracion
contra PBS, las vesiculas se recogieron en el filtrado.

En la segunda etapa de filtracién el filtrado de la FFT de 0,22 um se microfiltré adicionalmente a través de un casete
de 0,1 um de corte, con el fin de purificar las vesiculas de proteinas solubles. Las vesiculas no pudieron pasar a
través del casete de filtro. Después de cinco etapas de diafiltracion, el concentrado que contenia las vesiculas se
recogio.

Para analizar el contenido de proteinas, las muestras de cada etapa del procedimiento se ultra-centrifugaron (2
horas, 200.000 g) y el sedimento (que contenia vesiculas) se resuspendio en PBS. El contenido de proteinas de las
vesiculas (el sedimento) y la fraccién soluble (el sobrenadante) se cuantificaron por procedimiento de Bradford y se
analizaron por SDS-PAGE y cromatografia de exclusién por tamafio (SEC).

La Figura 2 muestra SDS-PAGE de muestras tomadas (i) antes de la primera filtracion, (ii) después de la primera
filtracion, y (iii) después de la segunda filtracion. Las muestras se normalizaron a volumen. La alta pureza de la
suspension de vesiculas obtenida después de las dos etapas de FFT es evidente. El carril derecho esta casi vacio,
que indica una ausencia casi completa de proteinas solubles.

La Figura 3 muestra andlisis de SEC de muestras tomadas después de la primera etapa de filtracion (pico derecho) y
después de la segunda etapa de filtracion (pico izquierdo). La flecha indica el pico cromatografico correspondiente a
las vesiculas. Después de la primera etapa de filtracion, el pico de adsorcion UV principal esta en el volumen del
lecho (MW <13 kDa) mientras que después de la segunda etapa de filtracion el pico principal esta en el volumen
vacio, con casi ninguna sefial.

Con el fin de evaluar la eficiencia de la FFT para vesiculas, las muestras de recuperacién se tomaron del caldo de
fermentacién durante las etapas de FFT y al final de cada etapa de purificacién. Antes de la primera filtraciéon la
concentracion de proteina fue ~1 g/l con 14 % en las vesiculas. Después de la primera etapa de filtracion hubo una
concentracion total similar de proteina y el 15 % estuvo en las vesiculas. Después de la segunda etapa de filtracion,
sin embargo, el contenido de proteina disminuyé 10 veces, pero la proporcion localizada en las vesiculas ascendi6 al
90 %.

El rendimiento de vesiculas fue 100 mg de proteinas de vesicula por litro de cultivo de fermentacidon. Esto
proporcionaria 4000 dosis de vacuna (considerando 25 g de proteinas por dosis) por litro de caldo de fermentacion.

El producto final purificado se observd con TEM (Figura 1). Las ampollas tienen un tamafio homogéneo de
aproximadamente 50 nm de diametro.

Un enfoque protedmico confirmé que las ampollas son membranas externas esencialmente puras. A diferencia de
las vesiculas de la membrana externa (VME) convencionales derivadas por alteracién de la membrana externa, las
ampollas conservan proteinas lipdfilas y estdn esencialmente libres de componentes citoplasmicos y de la
membrana interna.

La inmunogenicidad de las ampollas purificadas se confirmé inyectandolas en ratones y observando respuestas
inmunitarias especificas contra componentes de las ampollas.

Salmonella

Se prepar6 una cepa inactivada tolR de S. typhimurium (AtoIR de S. typhimurium) usando el sistema A Red. Esta
cepa mutante libera ampollas de la membrana externa mas facilmente que la cepa natural.

La fermentacion del mutante inactivado se ejecut6 bajo las siguientes condiciones: pH 7,1, 37 °C, oxigeno disuelto
mantenido al 30 % de saturacion controlando la agitacién y fijando la aireacién maxima. El pH se control6 mediante
la adicion de 30 % de hidréxido de amonio. La espuma se controlé mediante la adicion de 0,25 g/l de PPG en el
medio de fermentacion. El inoculo del cultivo fue el 1 % del volumen del fermentador. El procedimiento de
fermentacion se detuvo después de 14 horas, cuando el cultivo alcanz6é una concentracion de células de 29 a
DOsgoonm.

El sobrenadante de cultivo que contenia las vesiculas se separ6 de la biomasa de Salmonella por FFT a través de
un casete de filtro de 0,22 um de tamafio de poro con un area de filtraciéon de 0,1 m?. La biomasa se retuvo sobre el
casete y el permeado que contenia las vesiculas se recogio. Las proteinas solubles en el permeado se eliminaron de
las ampollas por una segunda microfiltracion a través de un casete de filtro de 0,1 um de tamafio de poro (area de
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filtracion de 200 cmz). Tras una concentracion de 10 veces el concentrado se sometié a 10 etapas de diafiltracion
contra PBS y posteriormente se recogio.

Para analizar el contenido de proteinas, muestras de cada etapa del procedimiento se ultra-centrifugaron (2 horas,
200.000 g) y el sedimento que contenia vesiculas se resuspendié en PBS. El contenido de proteinas de las
vesiculas (el sedimento) y la fraccién soluble (el sobrenadante) se cuantificaron por procedimiento de Bradford y se
analizaron por SDS-PAGE (Figura 5). Todas las muestras se normalizaron a volumen.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de purificacién de vesiculas bacterianas inmunogénicas, obtenidas por la alteracion o
vesiculacion de la membrana externa de bacterias, a partir de una composicién que incluye tanto bacterias
completas como las vesiculas obtenidas a partir de las mismas, que comprende: (i) una primera etapa de filtracién
en la que las vesiculas se separan de las bacterias basandose en sus diferentes tamafios, pasando las vesiculas al
filtrado; y (ii) una segunda etapa de filtracion en la que las vesiculas son retenidas en el concentrado.
2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la primera etapa de filtracion es una microfiltracién en 0,22 pum.

3. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, en el que la primera filtracion es una filtracion de flujo
tangencial.

4. El procedimiento de cualquier reivindicacién precedente, en el que la segunda filtracién es una microfiltraciéon en
0,1 ym

5. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, en el que la segunda filtracién es una filtracién de flujo
tangencial.

6. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, en el que las bacterias son Shigella.
7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que las bacterias son Salmonella.
8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que las bacterias son E. coli.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que las bacterias son Haemophilus
influenzae.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que las bacterias son Neisseria
meningitidis.

11. El procedimiento de cualquier reivindicacion precedente, que comprende ademas una etapa en la que las
vesiculas purificadas se formulan como una vacuna.

12. Un procedimiento de preparacion de una composicion farmacéutica, que comprende la formulacion de vesiculas
purificadas mediante un procedimiento de cualquier reivindicacion precedente con uno o0 mas de: un vehiculo
farmacéuticamente aceptable; adyuvante inmunoldgico; 0 uno o mas componentes adicionalmente inmunogénicos.

13. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que la composicién farmacéutica es una vacuna.
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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