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DESCRIPCION

Composiciones que comprenden liposomas, un antigeno, un polinucleétido y un vehiculo que comprende una fase
continua de una sustancia hidréfoba

Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere a composiciones que comprenden liposomas, un antigeno, un polinucleétido polil:C y
un vehiculo que comprende una fase continua de una sustancia hidréfoba y a su uso.

Antecedentes de la invencion

Las vacunas convencionales pueden comprender un antigeno, un adyuvante y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Se sabe que un polinucleétido polil:C puede ser Gtil como un adyuvante. También se sabe que los
liposomas pueden ser Utiles en composiciones de vacuna (véase la patente de EE.UU. 6.793.923 concedida de los
solicitantes). Sin embargo, segun creen los solicitantes, la técnica no ensefia o sugiere la combinaciéon de un
antigeno, un polinucleétido polil:C, liposomas y un vehiculo hidréfobo en una composicién de vacuna.

Una composicion para dirigir y modular la actividad de las células tumorales mediante la inhibicion de la isoclase que
cambia de IgM a IgA se divulga en el documento WO 2006/050155. Las composiciones divulgadas en el mismo
comprenden como compuestos activos el mitdgeno de hierba carmin y polil:C, estando el polil:C incluido en un
liposoma cati6nico en algunas realizaciones. Se describen otras realizaciones, tales como formulaciones
farmacéuticas para administracion parenteral, como que incluyen soluciones acuosas de los compuestos activos en
forma hidrosoluble y suspensiones de los compuestos activos preparadas como suspensiones inyectables oleosas.

Sumario de la invencion

Los solicitantes han descubierto ahora que una composicion segun se define en la reivindicacion 1 puede
proporcionar sorprendentemente titulos de anticuerpos mas altos y un mayor porcentaje de células T de memoria
CD8+ o activadas que cualquiera de las composiciones de vacunas convencionales que contienen polinucleétidos
polil:C en un vehiculo acuoso, o composiciones que comprenden liposomas, un vehiculo hidréfobo y un adyuvante
de alumbre.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencion proporciona una composicion segun se define en la reivindicacién 1.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para preparar una composicion, segin se define en la
reivindicacién 6. En una realizacion, el antigeno esta encapsulado en los liposomas. En una realizacion, el
Polinucleétido polil:C esta encapsulado en los liposomas.

La composicion de la invencion se puede usar como medicamento. En una realizacion, el medicamento es para
inducir una respuesta de anticuerpos o una respuesta inmunitaria mediada por células al antigeno en el sujeto.

Otros aspectos y caracteristicas de la presente invencién seran evidentes para los expertos en la técnica tras la
revision de la siguiente descripcion de realizaciones especificas de la invencion junto con las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras
En las figuras, que ilustran realizaciones de la invencion a modo de ejemplo solamente:

La figura 1 es un grafico que muestra los resultados de la vacunacién de tres grupos de ratones (n = 9 o0 10) del
siguiente modo: los ratones del grupo 1 se vacunaron con 1 microgramo de rHA y 4 microgramos de polil:C en una
dosis de 30 microlitros formulada como una vacuna de liposomas/Polil:C/vehiculo hidréfobo (vacuna B, la invencién).
Los ratones del grupo 2 se trataron con la vacuna A que comprende 1 microgramo de rHA y 60 microgramos de
alumbre en una dosis de 30 microlitros de la formulaciéon de liposoma/alumbre/vehiculo hidréfobo. Los ratones del
grupo 3 se vacunaron con 1 microgramo de rHA y 60 microgramos de alumbre por dosis de 30 microlitros de la
vacuna de alumbre control. Las respuestas inmunitarias humorales se midieron mediante ELISA como se describe
en el presente documento. Para cada grupo de tratamiento, los valores log10 de los titulos de anticuerpos de punto
final se promediaron y se calcularon las desviaciones estandar para cada punto de tiempo. Los valores p se
calcularon utilizando la prueba t de Student.

La figura 2 es un grafico que muestra los resultados de la vacunacion de dos grupos de ratones (n = 9 o 10) del
siguiente modo: los ratones del grupo 1 se vacunaron con 1 microgramo de rHA y 4 microgramos de polil:C en una
dosis de 30 microlitros formulada como una vacuna de liposomas/Polil:C/vehiculo hidréfobo (vacuna B, la invencién).
Los ratones del grupo 2 se vacunaron con 1 microgramo de rHA y 4 microgramos de polil:C por dosis de 30
microlitros de la vacuna polil:C control. Las respuestas inmunitarias humorales se midieron mediante ELISA como se
describe en el presente documento. Para cada grupo de tratamiento, los valores log10 de los titulos de anticuerpos
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de punto final se promediaron y se calcularon las desviaciones estandar para cada punto de tiempo. Los valores p
se calcularon utilizando la prueba t de Student.

La figura 3 es un grafico que muestra los resultados de la vacunacion de dos grupos de ratones (n = 8 0 9) del
siguiente modo: Los ratones del grupo 1 se vacunaron con una Unica dosis de 1 microgramo de rHA y 10
microgramos de Polil:C en una dosis de 50 microlitros formulada como una vacuna de liposomas
liofilizados/Polil:C/vehiculo hidréfobo (vacuna C, la invencion). Los ratones del grupo 2 se trataron con 1 microgramo
de rHA y 100 microgramos de alumbre por dosis de 50 microlitros de la vacuna de alumbre control; se administré un
refuerzo a los ratones 21 dias después de la vacunacién. Las respuestas inmunitarias humorales se midieron
mediante ELISA como se describe en el presente documento. Para cada grupo de tratamiento, los valores log10 de
los titulos de anticuerpos de punto final se promediaron y se calcularon las desviaciones estandar para cada punto
de tiempo.

Figura 4. Respuestas de anticuerpos anti-rHA potenciadas después de la vacunacién con el antigeno rHA formulado
en una vacuna de liposomas/polil:c/vehiculo oleoso. Dos grupos de ratones (n = 9 o0 10) se vacunaron del siguiente
modo: los ratones del grupo 1 se vacunaron con 1 microgramo de rHA y 4 microgramos de Polil:C en una dosis de
30 microlitros formulada como una vacuna de liposomas/Polil:C/vehiculo hidr6fobo (vacuna B, la invencion). Los
ratones del grupo 2 se trataron con la vacuna A, 1 microgramo de rHA y 60 microgramos de alumbre en una dosis
de 30 microlitros de la formulacion de liposoma/alumbre/vehiculo hidréfobo. Las respuestas inmunitarias humorales
se midieron mediante ELISA como se describe en el presente documento. Para cada grupo de tratamiento, los
valores log10 de los titulos de anticuerpos de punto final se promediaron y se calcularon las desviaciones estandar
para cada punto de tiempo. Los valores p se calcularon utilizando la prueba t de Student.

Figura 5. Respuestas de anticuerpos anti-rHA potenciadas después de la vacunacion con el antigeno rHA formulado
en una vacuna de liposoma/polil:c/vehiculo oleoso. Dos grupos de ratones (n = 9 o 10) se vacunaron del siguiente
modo: los ratones del grupo 1 se vacunaron con 1 microgramo de rHA y 4 microgramos de Polil:C en una dosis de
30 microlitros formulada como una vacuna de liposomas/Polil:C/vehiculo hidr6fobo (vacuna B, la invencion). Los
ratones del grupo 2 se vacunaron con 1 microgramo de rHA y 4 microgramos de polil:C por dosis de 30 microlitros
de la vacuna polil:C control. Las respuestas inmunitarias humorales se midieron mediante ELISA como se describe
en el presente documento. Para cada grupo de tratamiento, los valores log10 de los titulos de anticuerpos de punto
final se promediaron y se calcularon las desviaciones estandar para cada punto de tiempo. Los valores p se
calcularon utilizando la prueba t de Student.

Figura 6. Respuestas de anticuerpos anti-rHA potenciadas después de la vacunacion con el antigeno rHA formulado
en una vacuna de liposomas liofilizados/Polil:C/vehiculo oleoso. Dos grupos de ratones (n = 9 o 10) se inmunizaron
del siguiente modo: los ratones del grupo 1 se vacunaron con una Unica dosis de 1,5 microgramos de rHA y 12,5
microgramos de Polil:C en wuna dosis de 50 microlitros formulada como una vacuna de liposomas
liofilizados/Polil:C/vehiculo hidréfobo (vacuna C, la invencion). Los ratones del grupo 2 se trataron con 1,5
microgramos de rHA y 100 microgramos de alumbre por dosis de 50 microlitros de la vacuna de alumbre control; se
administrd un refuerzo a los ratones 28 dias (semana 4) después de la vacunacion. Las respuestas inmunitarias
humorales se midieron mediante ELISA como se describe en el presente documento. Para cada grupo de
tratamiento, los valores log10 de los titulos de anticuerpos de punto final se promediaron y se calcularon las
desviaciones estandar para cada punto de tiempo. Los valores p se calcularon utilizando la prueba t de Student.

Figura 7. Niumero de células CD8 especificas de antigeno dentro de una poblacién de células T CD8 positivas
después de la vacunacién. Tres grupos de ratones BALB/c (n = 4) se vacunaron del siguiente modo: los ratones del
grupo 1 se vacunaron con una Unica dosis de 1,5 microgramos de rHA y 12,5 microgramos de adyuvante polil:C a
base de ARN en una dosis de 50 microlitros formulada como una vacuna de liposomas liofilizados/Polil:C/vehiculo
hidréfobo (vacuna D, la invencién) por via intramuscular. Los ratones del grupo 2 se vacunaron con 50 microlitros de
la vacuna D por via subcutanea. Los ratones del grupo 3 se vacunaron con 1,5 microgramos de rHA y 100
microgramos del adyuvante de alumbre inyectable en 50 microlitros de tampén de fosfato 50 milimolar (pH 7,0) por
via intramuscular. Todas las vacunas se administraron una vez sin refuerzo. Las células T CD8+ especificas de
antigeno se detectaron veintidés dias después de la vacunacion en los esplenocitos de animales utilizando analisis
de citometria de flujo de tres colores. Las células se tifieron con anti-CD8B-APC, ant-CD19-FITC y un pentamero
especifico de PE especifico de H2-Dd portadores del epitopo inmunodominante de rHA, I9L. Los resultados se
expresan como porcentaje medio de las células positivas al pentamero en una poblacion de células positivas a
CD8p/negativas a CD19, +/- desviacion estandar. Se resto la tincion de fondo detectada en los esplenocitos aislados
de células no expuestas previamente. *p=<0,025, **p=<0,005, en comparacion con el Grupo 3.

Figura 8. Titulos de inhibicién de la hemaglutinacién (IHA) después de una sola vacunacion contra rHA formulada en
la invencién. Un grupo de ratones y un grupo de conejos (n = 5) se vacunaron del siguiente modo: el grupo de los
ratones se vacunaron con 0,5 microgramos de rHA y 12 microgramos de Polil:C en una dosis de 50 microlitros
formulada como una vacuna de liposomas liofilizados/Polil:C/vehiculo hidr6fobo (vacuna E, la invencion). El grupo de
conejos se trataron con la vacuna F (la invencion), 2 microgramos de rHA y 50 microgramos de polil:C en una dosis
de 200 microlitros de la formulacién de liposomas liofilizados/Polil:C/vehiculo hidréfobo. Las respuestas inmunitarias
humorales se midieron mediante el ensayo de inhibicién de la hemaglutinacion, tal como se describe en el presente
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documento; antes de la vacunacion (antes de la vacunacién) y a 4 (conejos) o 5 (ratones) semanas después. Para
cada grupo de animales, los valores del log10 de los titulos de IHA se promediaron y se calcul6 la desviacion
estandar.

Figura 9. Respuestas de anticuerpos anti-B-amiloide potenciadas después de la vacunaciéon con una mezcla de f-
amiloide y los péptidos F21 E formulados en una vacuna de liposoma/polil:c/vehiculo oleoso. Dos grupos de ratones
(n = 9) se vacunaron del siguiente modo: los ratones del grupo 1 se vacunaron con 10 microgramos de B-amiloide,
20 microgramos de F21 E y 200 microgramos de alumbre en una dosis de 100 microlitros formulada como vacuna
de liposoma/alumbre/vehiculo hidréfobo (Vacuna G). Los ratones del grupo 2 se trataron con 10 microgramos de j3-
amiloide, 20 microgramos de F21 E y 10 microgramos de polil:C por dosis de 100 microlitros formulada como vacuna
de liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo (Vacuna H, la invenciéon). Las respuestas inmunitarias humorales se midieron
mediante ELISA como se describe en el presente documento. Para cada grupo de tratamiento, los valores log10 de
los titulos de anticuerpos de punto final se promediaron y se calculé la desviacion estandar para cada punto de
tiempo. Los valores p se calcularon utilizando la prueba t de Student.

Figura 10. Vacunas formuladas en una formulacién de liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo son capaces de producir
respuestas inmunitarias celulares y humorales. Dos grupos de ratones (n = 5) se vacunaron del siguiente modo: los
ratones del grupo 1 se vacunaron con 0,5 microgramos de rHA y 12 microgramos de Polil:C en una dosis de 50
microlitros formulada como una vacuna de liposomas liofilizados/Polil:C (alto)/vehiculo hidréfobo (vacuna E, la
invencion). Los ratones del grupo 2 se trataron con 0,5 microgramos de rHA y 2,5 microgramos de Polil:C por dosis
de 50 microlitros formulada como una vacuna de liposomas liofilizados/Polil:C (bajo)/vehiculo hidréfobo (vacuna E, la
invencion). Los indicadores de respuestas humorales (IgG1) y celulares (IgG2A) se midieron mediante ELISA como
se describe en el presente documento. Para cada grupo de tratamiento, los valores log10 de los titulos de
anticuerpos de punto final se promediaron y se calcularon las desviaciones estandar para cada punto de tiempo.

La figura 11 es un grafico que muestra el volumen tumoral promedio de ratones C57BL/6 a los que se han
implantado células C3 que expresan HPV16 E7 y vacunados ocho dias después del siguiente modo: los ratones del
grupo 1 se vacunaron con 100 microlitros que contienen 15 microgramos del antigeno FP y 150 microgramos de
polil:C basado en ARN formulado en una emulsién con vehiculo hidréfobo (vacuna en emulsién control). Los ratones
del grupo 2 se vacunaron con 100 microlitros que contienen 15 microgramos del antigeno FP y 150 microgramos de
polil:C formulado en liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo (vacuna K, la invencién). Los ratones del grupo 3 recibieron
100 microlitros de PBS solamente. Todos los grupos contenian ocho ratones. El tamafio del tumor se midi6é una vez
a la semana durante cinco semanas después de la implantacién. La figura 11 muestra el volumen tumoral promedio
calculado para cada grupo +/- SEM. Los valores p se calcularon para el Grupo 1y el Grupo 2 utilizando la prueba T
de Student, p =<0,1, p =<0,05.

La figura 12 es un grafico que muestra el volumen tumoral promedio de ratones C57BU6 a los que se han
implantado células C3 que expresan HPV16 E7 y vacunados cinco dias después del siguiente modo: los ratones del
grupo 1 recibieron 100 microlitros que contienen 10 microgramos del antigeno FP y 20 microgramos de polil:C
basado en ADN formulado en liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo (vacuna L, la invencion). Los ratones del grupo 2
recibieron 50 microlitros que contienen 10 microgramos del antigeno FP y 20 microgramos de polil:C basado en
ADN formulado en liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo (vacuna M, la invencién). Los ratones del grupo 3
ratones recibieron 50 microlitros que contienen 10 microgramos de antigeno FP formulados en liposomas
liofilizados/vehiculo hidréfobo (control adyuvante). Los ratones del grupo 4 recibieron 100 microlitros de PBS
solamente. Todos los grupos contenian diez (10) ratones. El tamafo del tumor se midié una vez a la semana durante
cinco semanas después de la implantacion La figura 12 muestra el volumen tumoral promedio calculado para cada
grupo se +/- SEM. Los valores p se calcularon para el Grupo 2 y el Grupo 3 utilizando la prueba T de Student, p =
<0,05.

Figura 13. Respuestas celulares anti-rHA potenciadas después de la vacunacion con el antigeno rHA formulado en
una vacuna de liposomas liofilizados/Polil:C/vehiculo oleoso. Dos grupos de ratones (n = 9 o 10) se inmunizaron del
siguiente modo: los ratones del grupo 1 se vacunaron con una Unica dosis de 1,5 microgramos de rHA y 12,5
microgramos de Polil:C en una dosis de 50 microlitros formulada como una vacuna de liposomas
liofilizados/Polil:C/vehiculo hidréfobo (vacuna C, la invencion). Los ratones del grupo 2 se trataron con 1,5
microgramos de rHA y 100 microgramos de alumbre por dosis de 50 microlitros de la vacuna de alumbre control; se
administré un refuerzo a los ratones 28 dias (semana 4) después de la vacunacién. Las respuestas celulares
especificas de antigeno se midieron mediante tincion pentamérica de las células T CD8 + especificas para el epitopo
H2-Kd IYSTVASSL y citometria de flujo. Los ratones vacunados con la invencion como se ha descrito generaron una
respuesta celular de larga duracion especifica de antigeno. Los valores p se calcularon utilizando la prueba t de
Student.

Descripcion detallada
La presente solicitud se refiere a composiciones segun se definen en la reivindicacién 1y a su uso.

Las composiciones de la invencién, mediante la combinaciéon de un antigeno, un polinucleétido polil:C, liposomas y
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un vehiculo que comprende una fase continua de una sustancia hidréfoba proporcionaron sorprendentemente titulos
mas altos de anticuerpos que las composiciones de vacunas convencionales que contienen polinucleétidos polil:C
en un vehiculo acuoso, o que las composiciones que comprenden liposomas, un vehiculo hidréfobo y un adyuvante
de alumbre.

Los datos descritos en los ejemplos 1y 2 en el presente documento se resumen en la tabla 1:

Tabla 1.

Composicion Titulo de anticuerpos (log10) Titulo de anticuerpos (sin log)

Antigeno rHA
Adyuvante de alumbre
Liposomas

Vehiculo hidréfobo

5,41 256.000

Antigeno rHA
(2) |Polil:C 6,01 1.024.000
Vehiculo PBS

Antigeno rHA
Polil:C

Liposomas
Vehiculo hidr6fobo

3) 6,91 8.192.000

rHA = glucoproteina hemaglutinina recombinante H5N1 de la gripe
PBS = vehiculo solucion salina tamponada con fosfato

A partir de la tabla anterior (tabla 1) se vera que las composiciones de la invencion (3) proporcionaron titulos de
anticuerpos que fueron mas que el efecto aditivo de cualquiera de la combinacién de liposomas mas vehiculo
hidréfobo (1), o el uso de Polil:C (2). El efecto aditivo de (1) y (2) seria un titulo anticuerpo sin log de 256.000 +
1.024.000 = 1.280.000. En su lugar, la sustitucion de la adyuvante de alumbre en (3) con Polil:C dio un titulo de
anticuerpos sin log inesperadamente alto de 8.192.000, 6,4 veces el efecto aditivo esperado. Ademas, la respuesta
de anticuerpos generada con la composicién (3) fue de larga duracion y el efecto observado en el punto de tiempo
mas temprano (4 semanas después de la vacunacién) descrito anteriormente se mantuvo en la semana 16 después
de la vacunacion (ejemplos 4 y 5). Los datos descritos en los ejemplos 4 y 5 en el presente documento se resumen
en la tabla 2:

Tabla 2.

Titulo promedio de anticuerpos Titulo promedio de anticuerpos

Composicion (log10) (sin log)

Antigeno rHA
Adyuvante de alumbre
Liposomas

Vehiculo hidréfobo

5,11 128.824

Antigeno rHA
(2) [Polil:C 5,23 169.824
Vehiculo PBS

Antigeno rHA
Polil:C

Liposomas
Vehiculo hidréfobo

3) 6,21 1.621.810

El efecto aditivo de (1) y (2) seria un titulo anticuerpo promedio sin log de 128.824 + 169.824 = 298.648. En su lugar,
la sustitucion de la adyuvante de alumbre en (3) con Polil:C dio un titulo de anticuerpos sin log inesperadamente alto
de 1.612.810, 5,4 veces el efecto aditivo esperado.

Los resultados observados con la composicién (3) descrita anteriormente se duplicaron en un estudio separado que
utilizé6 una composicion que consiste en antigeno (rHA), Polil:C, liposomas liofilizados y un vehiculo hidréfobo y se
describen en el ejemplo 3. El titulo promedio de anticuerpos observado con esta composicién en la semana 8
después de la vacunacion fue 2.884.031 (sin log) en comparacién con los 147.910 (sin log) del titulo promedio
observado con una vacuna con adyuvante de alumbre estandar administrada dos veces para mejorar su actividad.
Este incremento promedio de 19,4 veces en el titulo se observd con una inmunizacion de la composicién descrita.

Las composiciones de vacuna que contienen polil:C, liposomas y un vehiculo hidréfobo tienen el potencial de
generar respuestas de anticuerpos y/o respuestas celulares contra una amplia gama de antigenos. Los ejemplos 1 a
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6 y los ejemplos 8 y 9 demuestran la capacidad de producir una respuesta de anticuerpos significativamente mayor
cuando se combinan todos los componentes de la composicion contra una proteina recombinante (rHA) o un péptido
corto (B-amiloide). Estos titulos de anticuerpos sorprendentemente altos no se observaron sin el uso de un
Polinucleétido polil:C especificamente en la composicién de vacuna (ejemplos 1, 4 y 9), ni se observaron en
ausencia de liposomas y un vehiculo hidréfobo a pesar del uso de polil:C solo con un antigeno (ejemplos 2 y 5). Del
mismo modo, la combinacion de todos los componentes de la composicién generd una respuesta inmunitaria celular
significativamente mas eficaz y mas duradera como se ilustra en el ejemplo 7 y los ejemplos 11 a 13 contra una
proteina recombinante o un péptido corto que contiene un epitopo CTL conocido. Se detectaron respuestas
inmunitarias significativas especificas de antigeno al inmunizar con la composicién por al menos dos rutas de
inmunizacion (ejemplo 7). La eficacia inusual en el control del crecimiento del tumor con la invencién descrita no se
observo sin el uso de un polinucledétido polil:C especificamente en la composicién (ejemplo 12) y no se observaron
sin el uso de liposomas y a pesar del uso de un polinucleétido polil:C y un vehiculo hidréfobo con el antigeno
(ejemplo 11). La capacidad para producir respuestas humorales y celulares duraderas y sélidas simultaneamente
con al menos una inmunizacién usando todos los componentes de la composicion descrita (ejemplos 6, 7, 10 y 13)
ilustra la utilidad particular de la composicion en una amplia gama de aplicaciones médicas, incluyendo
enfermedades infecciosas y canceres.

Esta claro a partir de la coleccion de ejemplos descritos en el presente documento que las composiciones de
vacunas que consisten en un antigeno, liposomas, un vehiculo hidréfobo y polinucledtidos ribo o
desoxirribonucleétidos que contienen residuos de inosina y citosina en mas de una configuracién quimica son
capaces de inducir respuestas inmunitarias inusualmente fuertes. Los ejemplos también describen mas de un
método para preparar la composicion deseada.

Antigeno

Las composiciones de la invencion comprenden uno o mas antigenos segun se definen en las reivindicaciones. Tal
como se utiliza en el presente documento, el término "antigeno" se refiere a una sustancia que puede unirse
especificamente a un anticuerpo o a un receptor de células T.

Antigenos utiles en las composiciones de la invencion incluyen, sin limitacién, polipéptidos, un microorganismo o una
parte del mismo, tales como bacterias, virus o protozoos, o parte de los mismos, vivos, atenuados, inactivados o
muertos.

Los polipéptidos o fragmentos de los mismos que pueden ser Utiles como antigenos en la invencién incluyen, sin
limitacion, los derivados del toxoide del célera, toxoide tetanico, toxoide de la difteria, antigeno de superficie de la
hepatitis B, la hemaglutinina, neuraminidasa, proteina M de la gripe, PfHRP2, pLDH, aldolasa, MSP1 , MSP2, AMA1,
Der-p-1, Der-f-1, adipofilina, AFP, AIM-2, ART-4, BAGE, o-fetoproteina, BCL-2, Bcr-Abl, BING-4, CEA, CPSF , CT,
ciclina DI Ep-CAM, EphA2, EphA3, ELF-2, FGF-5, G250, hormona liberadora de gonadotropina, HER-2,
carboxilesterasa intestinal (ICE), IL13Ra2, MAGE-1, MAGE-2, MAGE 3, MART-1, MART-2, M-CSF, MDM-2, MMP-2,
MUC-1, Nueva York-EOS-1, MUM-1, MUM-2, MUM-3, p53, PBF, PRAME, PSA, PSMA, RAGE-1, RNF43, RU1,
RU2AS, SART-1, SART-2, SART-3, SAGE-1, SCRN 1, Sox2, SOX10, STEAP1, survivina, telomerasa, TGFpRII,
TRAG-3, PRT -1, TRP-2, TERT y WT1.

Los virus, o partes de los mismos, Utiles como antigenos en la invencion incluyen, sin limitacion, Cowpoxvirus, virus
vacunal, virus seudoviruela, herpesvirus humano 1, herpesvirus humano 2, citomegalovirus, adenovirus humano A-F,
poliomavirus, virus del papiloma humano, parvovirus, virus de Hepatitis A, Virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis
C, virus de la inmunodeficiencia humana, ortoreovirus, rotavirus, virus Ebola, virus de la parainfluenza, virus de la
gripe A, virus de la gripe B, virus de la gripe C, virus del sarampién, virus de las paperas, virus de la rubéola,
pneumovirus, virus sincitial respiratorio humano, virus de la rabia, virus de la encefalitis de California, virus de la
encefalitis japonesa, virus Hantaan, virus de la coriomeningitis linfocitica, coronavirus, enterovirus, rinovirus, virus de
la polio, norovirus, flavivirus, virus del dengue, virus del Nilo Occidental, virus de la fiebre amarilla y varicela.

Las bacterias o partes de los mismos Gtiles como antigenos en la invencién incluyen, sin limitacién, Antrax, Brucella,
Candida, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia psittaci, colera, Clostridium botulinum, Coccidioides immitis,
Cryptococcus, Difteria, Escherichia coli 0157: H7, Escherichia coli enterohemorragica, Escherichia coli
enterotoxigénica, Haemophilus influenzae, Helicobacter pylori, Legionella, Leptospira, Listeria, Meningococcus,
Mycoplasma pneumoniae, Mycobacterium, Pertussis, Pneumonia, Salmonella, Shigella, Staphylococcus,
Streptococcus pneumoniae y Yersinia enterocolitica.

El antigeno puede ser alternativamente de origen protozoario, por ejemplo, Plasmodium falciparum, que causa
malaria.

El término "polipéptido" abarca cualquier cadena de aminoé&cidos, independientemente de la longitud (por ejemplo, al
menos 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 &cidos, o 20 aminoacidos) o modificacion postraduccional (por ejemplo, glicosilacién o
fosforilacion) e incluye, por ejemplo, proteinas naturales, polipéptidos sintéticos o recombinantes y péptidos,
polipéptidos y péptidos desnaturalizados, epitopos, moléculas hibridas, variantes, homologos, analogos, peptoides,
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peptidomiméticos, etc. Una variante o derivados, por lo tanto, incluye deleciones, incluyendo truncamientos y
fragmentos; inserciones y adiciones, por ejemplo sustituciones conservadoras, mutantes dirigidos al sitio y variantes
alélicas; y modificaciones, incluyendo peptoides que tienen uno o mas grupos acilo no-amino (por ejemplo, azucar,
lipido, etc.) unidos covalentemente al péptido y modificaciones postraduccionales. Tal como se utiliza en el presente
documento, la expresién "conserva sustituciones de aminoacidos" o "sustituciones conservadoras" se refiere a la
sustitucion de un aminoacido por otro en una ubicacién dada en el péptido, en el que la sustitucién puede realizarse
sin pérdida sustancial de la funcidon correspondiente. Al hacer tales cambios, las sustituciones de residuos de
aminoacidos similares puede realizarse en base a la similitud relativa de los sustituyentes de la cadena lateral, por
ejemplo, su tamano, carga, hidrofobicidad, hidrofilicidad y similares y tales sustituciones pueden analizarse para
determinar su efecto sobre la funcién del péptido mediante pruebas de rutina. Ejemplos especificos no limitantes de
una sustitucién conservadora incluyen los siguientes ejemplos:

Residuo original Sustituciones conservadoras

Ala Ser

Arg Lys

Asn Gin, His

Asp Glu

Cys Ser

Gin Asn

Glu Asp

His Asn; Gin
lle Leu, Val
Leu lle; Val
Lys Arg; Gin; Glu
Met Leu; lle
Phe Met; Leu; Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp; Phe
Val lle; Leu

Se pueden usar polipéptidos o péptidos que tengan una identidad sustancial con una secuencia de antigeno
preferida. Dos secuencias se considera que tienen una identidad sustancial si, cuando se alinean éptimamente (con
huecos permitidos), comparten al menos aproximadamente un 50% de identidad de secuencia, o si las secuencias
comparten motivos funcionales definidos. En realizaciones alternativas, secuencias éptimamente alineadas pueden
considerarse sustancialmente idénticas (es decir, que tienen una identidad sustancial) si comparten al menos 60%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96% , 97%, 98%, 99% de identidad sobre una region determinada. El término
"identidad" se refiere a la similitud de secuencia entre dos moléculas de polipéptidos. La identidad puede
determinarse comparando cada posicién en las secuencias alineadas. Un grado de identidad entre las secuencias
de aminodcidos es una funcién del nimero de aminodacidos idénticos o coincidentes en las posiciones compartidas
por las secuencias, por ejemplo, sobre una region especificada. El alineamiento 6ptimo de secuencias para las
comparaciones de identidad puede llevarse a cabo utilizando varios algoritmos, como son conocidos en la técnica,
incluyendo el programa ClustalW, disponible en http:/clustalw.genome.ad.ip, el algoritmo de homologia local de
Smith y Waterman, 1981, Adv. Appl. Math 2: 482, el algoritmo de alineacion de homologia de Needleman y Wunsch,
1970, J. Mol. Biol. 48: 443, el método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 85: 2444 y las implementaciones computarizadas de estos algoritmos (tales como GAP, BESTFIT, FASTA y
TFASTA en Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, Madison, WI, EE.UU.). La identidad
de secuencia también puede determinarse utilizando el algoritmo BLAST, descrito en Altschul et al., 1990, J. MoL
Biol. 215: 403-10 (utilizando la configuracion por defecto publicada). Por ejemplo, se puede usar la herramienta
"Secuencias BLAST 2", disponible en el Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (a través de Internet en
http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/bl2sea/wblast2.cgi) se puede utilizar, seleccionando el programa "blastp" en los
siguientes parametros por defecto: umbral previsto 10, tamarfio de la palabra 3; matriz BLOSUM 62; existencia de
costes por hueco 11, extension 1. En otra realizacion, la persona experta en la técnica puede alinear facil y
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adecuadamente cualquier secuencia dada y deducir la identidad de secuencia y/o la homologia mediante mera
inspeccion visual.

Los polipéptidos y péptidos utilizados para practicar la invencion se pueden aislar de fuentes naturales, ser
sintéticos, o ser polipéptidos recombinantes generados. Los péptidos y proteinas se pueden expresar de forma
recombinante in vitro o in vivo. Los péptidos y polipéptidos utilizados para practicar la invencién se pueden fabricar y
aislar usando cualquier método conocido en la técnica. Los polipéptidos y péptidos utilizados para practicar la
invencion también se pueden sintetizar, todos o en parte, utilizando métodos quimicos bien conocidos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Caruthers (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 215-223; Hom (1980) Nucleic Acids Res.
Symp. Ser. 225-232; Banga, A. K, Therapeutic Peptides and Proteins, Formulation, Processing and Delivery
Systems (1995) Technomic Publishing Co., Lancaster, Pa. Por ejemplo, la sintesis de péptidos puede realizarse
utilizando diversas técnicas en fase sélida (véase, por ejemplo, Roberge (1995 ) Science 269: 202; Merrifield (1997)
Methods Enzymol 289:. 2893 [-13]) y la sintesis automatica se puede conseguir, por ejemplo, usando el Sintetizador
Peptidico ABI 431A (Perkin Elmer) de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

En algunas realizaciones, el antigeno puede ser un antigeno purificado, por ejemplo, de aproximadamente 25% a
50% de pureza, de aproximadamente 50% a aproximadamente 75% de pureza, de aproximadamente 75% a
aproximadamente 85% de pureza, de aproximadamente 85% a aproximadamente 90 % de pureza, de
aproximadamente 90% a aproximadamente 95% de pureza, de aproximadamente 95% a aproximadamente 98% de
pureza, de aproximadamente 98% a aproximadamente 99% de pureza, o mas del 99% de pureza.

Como se sefialo anteriormente, el término "antigeno" también incluye un polinucleétido que codifica el polipéptido
que funciona como un antigeno. Se conocen las estrategias de vacunacién basadas en acidos nucleicos, en las que
una composicién de vacuna que contiene un polinucleétido se administra a un sujeto. El polipéptido antigénico
codificado por el polinucleétido se expresa en el sujeto, de tal manera que el polipéptido antigénico esta en ultima
instancia presente en el sujeto, tal como si la propia composicion de la vacuna contuviera el polipéptido. Para los
fines de la presente invencién, el término "antigeno”, donde dicta el contexto, abarca los polinucleétidos que
codifican el polipéptido que funciona como el antigeno.

Tal como se utiliza en el presente documento y en las reivindicaciones, el término "polinucleétido” abarca una
cadena de nucleétidos de cualquier longitud (por ejemplo, 9, 12, 18, 24, 30, 60, 150, 300, 600, 1500 o mas
nucleétidos) o el numero de hebras (por ejemplo, de una sola hebra o de doble hebra). Los polinucleétidos pueden
ser ADN (por ejemplo, ADN gendmico o ADNc) o ARN (por ejemplo ARNm) o combinaciones de los mismos. Pueden
ser de origen natural o sintético (por ejemplo, sintetizados quimicamente). Se contempla que el polinucleétido puede
contener modificaciones de una o mas bases nitrogenadas, azucares de pentosa o grupos fosfato en la cadena de
nucledtidos. Tales modificaciones son bien conocidas en la técnica y pueden ser con el propdsito de, por ejemplo,
mejorar la estabilidad del polinucleétido.

El polinucledtido puede administrarse de diversas formas. En algunas realizaciones, se puede usar un polinucleétido
desnudo, ya sea en forma lineal, o insertado en un plasmido, tal como un pldsmido de expresién. En otras
realizaciones, se puede usar un vector vivo tal como un vector viral o bacteriano.

Puede haber una o mas secuencias reguladoras que ayudan en la transcripcion del ADN en ARN y/o la traduccion
del ARN en un polipéptido. En algunos casos, como en el caso de un polinucleétido que es una molécula de ARN
mensajero (ARNm), no se necesitan secuencias reguladoras en relacién con el proceso de transcripcién (por
ejemplo, un promotor) y la expresion de proteinas se puede efectuar en ausencia de un promotor. El experto en la
materia puede incluir secuencias reguladoras adecuadas segun lo requieran las circunstancias.

En algunas realizaciones, el polinucleétido estd presente en un casete de expresion, en el que esta unido
operativamente a secuencias reguladoras que permitan la expresion del polinucledtido en el sujeto al que se
administra la composicion de la invencién. La eleccion del casete de expresién depende del sujeto al que se
administra la composicién, asi como las caracteristicas deseadas para el polipéptido expresado.

Tipicamente, un casete de expresion incluye un promotor que es funcional en el sujeto y puede ser constitutivo o
inducible; un sitio de unién a ribosoma; un codén de inicio (ATG) si es necesario; el polinucleétido que codifica el
polipéptido de interés; un codén de terminacién; y opcionalmente una regién 3 'terminal (terminador de la traduccién
y/o de la transcripcion). Se pueden incluir secuencias adicionales, tales como una regiéon que codifica un péptido
sefal. El polinucledtido que codifica el polipéptido de interés puede ser homoéloga o heterdloga con respecto a
cualquiera de las otras secuencias reguladoras en el casete de expresion. Las secuencias que se van a expresar
junto con el polipéptido de interés, tal como una region de codificacion de péptido sefial, se encuentran normalmente
adyacentes al polinucleétido que codifica la proteina que se va a expresar y colocadas en el marco de lectura
apropiado. El marco de lectura abierto constituido por el polinucleétido que codifica la proteina que se va a expresar
exclusivamente o junto con cualquier otra secuencia que se va a expresar (por ejemplo, el péptido sefal), se coloca
sometido al control del promotor de modo que se producen la transcripcién y la traduccion en el sujeto al que se
administra la composicién.
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En una realizacion relacionada, el antigeno puede ser un alergeno y puede derivar de, sin limitacion, células,
extractos celulares, proteinas, polipéptidos, péptidos, polisacaridos, conjugados de polisacéridos, miméticos
peptidicos y no peptidicos de polisacaridos y otras moléculas, moléculas pequefas , lipidos, glucolipidos e hidratos
de carbono de las plantas, animales, hongos, insectos, alimentos, medicamentos, polvo y &caros. Los alérgenos
incluyen, entre otros, aeroalérgenos ambientales; pdlenes de plantas (por ejemplo, ambrosia/fiebre del heno);
alérgenos de polen de malezas; alérgenos de polen de pasto; hierba Johnson; alérgenos de polen de arboles;
centeno; alérgenos de aracnidos (por ejemplo, alérgenos de acaros del polvo doméstico); alérgenos de acaros de
almacenamiento; polen de cedro japonés/fiebre del heno; alérgenos de esporas de mohos/hongos; alergenos de
animales (por ejemplo, perro, cobaya, hamster, jerbo, rata, ratdn, etc., alérgenos); alérgenos alimentarios (por
ejemplo, crustaceos, nueces, frutas citricas; harina, café); alérgenos de insectos (por ejemplo, pulgas, cucarachas);
venenos: (himendpteros, chaqueta amarilla, miel de abeja, avispa, avispén, hormiga de fuego); alérgenos
bacterianos (por ejemplo, antigenos de estreptococos; alérgenos de parasitos tales como antigeno de Ascaris);
antigenos virales; alérgenos de farmacos (por ejemplo, penicilina); hormonas (por ejemplo, insulina); enzimas (por
ejemplo, estreptocinasa); y farmacos o sustancias quimicas capaces de actuar como antigenos incompletos o
haptenos (por ejemplo, anhidridos de &cidos e isocianatos).

Polinucledtidos Polil:C

Los polinucledtidos polil:C son moléculas polinucleotidicas de doble cadena (ARN o ADN o una combinacion de
ADN y ARN) que contienen residuos de acido inosinico (l) y residuos de acido citidilico (C) y que inducen la
produccion de citocinas inflamatorias, tales como interferén. Por lo general se componen de una hebra que consiste
en su totalidad en nucledtidos que contienen citosina y una hebra que consiste en su totalidad en nucleétidos que
contienen inosina, aunque son posibles otras configuraciones. Por ejemplo, cada hebra puede contener nucleétidos
que contienen citosina y nucledtidos que contienen inosina. En algunos casos, una o ambos hebras pueden
contener adicionalmente uno o mas nucleétidos no-citosina o no inosina.

Se ha informado de que Polil:C puede segmentarse cada 16 residuos sin un efecto sobre su potencial de activacion
de interferon (Bobst, 1981). Ademas, el potencial de induccion de interferén de una molécula de Polil:C emparejada
errbneamente introduciendo un residuo de uridina cada 12 residuos repetidos de acido citidilico (Hendrix, 1993)
sugiere que una molécula de polil:C bicatenaria minima de 12 residuos es suficiente para estimular la produccion de
interferon. Otros también han sugerido que regiones tan pequefias como de 6-12 residuos, que corresponden a 0,5-1
vueltas helicoidales del polinucleétido de cadena doble, son capaces de desencadenar el proceso de induccion
(Greene, 1978). Si estan fabricados de forma sintética, los polinucledtidos polil:C tienen tipicamente alrededor de 20
0 mas residuos de longitud (habitualmente 22, 24, 26, 28 o 30 residuos de longitud). Si estan fabricados de forma
semisintética (por ejemplo, utilizando una enzima), la longitud de la cadena puede ser 500, 1000 0 mas residuos.

Polil:C actian como miméticos de los genomas virales y son particularmente Utiles para la modulacién del sistema
inmunoldgico in vivo. Se ha notificado que los homopolimeros de poli I:poli C, sintéticos, por ejemplo, potencian la
inmunidad innata mediante la induccion de interferon gamma de forma no especifica cuando se administra
sistémicamente in vivo mediante inyeccion intravenosa o intramuscular (Krown 1985, Zhu 2007). Varias variantes de
polimeros de &cido poli inosinico y citidilico se han descrito en los dltimos afos (de Clercq 1978, Bobst 1981, De
Clercg 1975, Guschlbauer 1977, Fukui 1977, Johnston 1975, US3906092 1971, Kamath 2008, Ichinohe 2007),
algunas de los que incluyeron el uso de residuos modificados covalentemente, el uso de residuos ribo y desoxirribo
inosinico y citidilico, el uso de homopolimeros y copolimeros alternantes que contienen residuos de &cido inosinico y
citidilico y la introduccion de residuos especificos para crear polimeros no coincidentes.

Se ha comunicado el uso de polinucleétidos de doble cadena que contienen &cidos inosinico y citidilico para el
tratamiento de una serie de enfermedades virales (Kende 1987, Poast 2002, 2002 6468558, Sarma 1969, Stephen
1977, Levy 1978), cancer (Durie 1985, Salazar 1996 , Theriault 1986, Nakamura 1982, Talmadge 1985, Droller
1987), enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple (Bever 1986) y otras enfermedades infecciosas,
como la malaria (Awasthi 1997, Puri 1996). La eficacia de las moléculas de polil:C ha mejorado ain mas en algunos
casos mediante la formacion de complejos de la molécula poli-lisina y carboximetil-celulosa con carga positiva, de
modo que protege eficazmente el polinucleotido de la degradacién de nucleasa in vivo (Stephen 1977, Levy 1985), o
por la formacion de complejos de Polil:C con péptidos sintéticos de carga positiva (Schellack 2006).

Ademas de sus usos como un potenciador no especifico de la inmunidad innata, Polil:C también es Util como
adyuvante en composiciones de vacuna. La mejora de la inmunidad innata puede llevar a una inmunidad adaptativa
especifica de antigeno mejorada, posiblemente a través de un mecanismo que implica, al menos en parte, células
NK, macroéfagos y/o células dendriticas (Chirigos 1985, Salem 2006, Alexopoulou 2001, Trumpfheller 2008). La
evidencia del uso de moléculas de polil:C en este contexto se origina en varios estudios de vacunas para el control
de enfermedades infecciosas (Houston 1976, Stephen 1977, Ichinohe 2007, Sloat 2008, 2006 Agger, Padalko 2004)
y la prevencion o tratamiento del cancer por una variedad de modalidades de vacunas (Zhu 2007, Cui 2006, Salem
2005, Fujimura 2006, Llopiz 2008). Estos estudios demuestran que Polil:C aumenta las respuestas humorales como
se desprende de las respuestas de anticuerpos mejoradas contra antigenos especificos de enfermedades
infecciosas. Polil:C es también un potenciador de respuestas celulares especificas de antigeno (Zhu 2007, Zaks
2006, Cui 2006, Riedl 2008). Se cree que los efectos adyuvantes de las moléculas de polil:C se producen, al menos
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parcialmente, mediante la induccién de interferdn-gamma a través de su interaccién con los receptores tipo Toll
(TLR), tales como TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 y TLR9 (Alexopoulou 2001, Trumpfheller 2008, 2006 Schellack , Riedl
2008), siendo TLR3 particularmente relevante para la mayoria de las moléculas de polil:C. Las evidencias también
sugieren que las moléculas de polil:C pueden ejercer su efecto, al menos en parte, mediante la interacciéon con otros
receptores distintos de TLR, tales como la proteina | inducida por la ARN helicasa de acido retinoico inducida | (RIG-
I)/gen 5 asociado a la diferenciacién del melanoma (MDAS5) (Alexopoulou 2001, Yoneyama 2004, Gowen 2007, Dong
2008). El mecanismo de accién de las moléculas de polil:C todavia no se conocen del todo.

Por consiguiente, como se utiliza en el presente documento, un "Polil:C" o "Polinucleétido polil:C" es una molécula
de polinucledtido de doble cadena (ARN o ADN o una combinacién de ADN y ARN), cada hebra de las cuales
contiene al menos 6 residuos de acido inosinico o citidilico contiguos, o 6 restos contiguos seleccionados de acido
inosinico y acido citidilico en cualquier orden (por ejemplo IICIIC o ICICIC) y que es capaz de inducir o potenciar la
produccion de al menos una citocina inflamatoria, tal como interferén, en un sujeto mamifero. Los polinucleétidos
polil:C tendran tipicamente una longitud de aproximadamente 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 25, 28, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70 , 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 500, 1000 o mas residuos. No se cree que el limite
superior sea esencial. Los polinucleétidos polil:C pueden tener una longitud minima de alrededor de 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, o 30 nucledtidos y una longitud maxima de aproximadamente 1000, 500, 300 , 200, 100,
90, 80, 70, 60, 50, 45 0 40 nucledtidos.

Cada hebra de un polinucleétido polil:C puede ser un homopolimero de residuos de acido inosinico o citidilico, o
cada hebra puede ser un heteropolimero que contiene ambos residuos de acido inosinico y citidilico. En cualquier
caso, el polimero puede estar interrumpido por uno o mas residuos de &cido no-inosinico o no citidilico (por ejemplo,
uridina), siempre que haya al menos una regiéon contigua de residuos 6 I, 6 C o 6 I/C como se ha descrito
anteriormente. Tipicamente, cada cadena de un Polinucleétido polil:C contendra no mas de 1 residuo no I/C por 6
residuos I/C, méas preferiblemente, no més de 1 residuo no I/C cada 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28 0 30
residuos I/C.

Los residuos del acido inosinico o acido citidilico (u otros) en el polinucleétido polil:C pueden derivarse o modificarse
tal como se conoce en la técnica, siempre que la capacidad de la Polinucleétido polil:C para promover la produccién
de una citocina inflamatoria, como el interferén, se retenga. Ejemplos no limitantes de derivados o modificaciones no
incluyen, por ejemplo, modificaciones azido, modificaciones flior, o el uso de enlaces tioéster (o similar) en lugar de
enlaces fosfodiéster naturales para aumentar la estabilidad in vivo. El Polinucleétido polil:C también puede
modificarse para, por ejemplo, mejorar su resistencia a la degradacion in vivo, por ejemplo, mediante formacion de
complejos de la molécula con poli-lisina y carboximetilcelulosa carga positiva o con un péptido sintético cargado
positivamente.

El Polinucleétido polil:C tipicamente se incluird en las composiciones de la invencion en una cantidad de
aproximadamente 0,001 mg a 1 mg por dosis unitaria de la composicion.

Liposomas

Los liposomas son membranas de bicapa lipidica completamente cerradas que contienen un volumen acuoso
atrapado. Los liposomas pueden ser vesiculas unilamelares (que poseen una Unica membrana bicapa) o vesiculas
multilamelares caracterizadas por bicapas multimembrana, cada bicapa puede o no estar separada de la siguiente
por una capa acuosa. Una discusién general de los liposomas se puede encontrar en G. Gregoriadis Immunol. Hoy
en dia, 11: 89-97, 1990; y Frézard, F., Braz. J. Med. Bio. Res., 32: 181-189, 1999. Como se utiliza en el presente
documento y en las reivindicaciones, el término "liposomas" pretende abarcar todas estas estructuras vesiculares
como se ha descrito anteriormente, incluyendo, sin limitacion, los descritos en la técnica como "niosomas" ,
"transfersomas" y "virosomas".

Aunque en la presente invencion se puede usar cualquier liposoma, incluyendo los liposomas preparados a partir de
lipidos de arqueobacterias, liposomas particularmente Utiles utilizan fosfolipidos y colesterol no esterificado en la
formulacion de liposomas. El colesterol se usa para estabilizar los liposomas y cualquier otro compuesto que
estabiliza los liposomas puede sustituir al colesterol. Otros compuestos estabilizantes de liposomas son conocidos
por los expertos en la técnica. Por ejemplo, fosfolipidos saturados producen liposomas con temperaturas de
transicion mas altas, lo que indica una mayor estabilidad.

Los fosfolipidos que se utilizan preferiblemente en la preparacién de liposomas son los que tienen al menos un grupo
de cabeza seleccionado de entre el grupo que consiste en fosfoglicerol, fosfoetanolamina, fosfoserina, fosfocolina y
fosfoinositol. Mas preferidos son los liposomas que comprenden lipidos que son en un 94-100% fosfatidilcolina. Tales
lipidos estan disponibles comercialmente en la lecitina Phospholipon® 90 G. Cuando también se utiliza colesterol no
esterificado en la formulacién de liposoma, el colesterol se utiliza en una cantidad equivalente a aproximadamente el
10% de la cantidad de fosfolipido. Si un compuesto distinto que el colesterol se utiliza para estabilizar los liposomas,
un experto en la técnica puede determinar facilmente la cantidad necesaria en la composicion.

Las composiciones de liposomas se pueden obtener, por ejemplo, mediante el uso de lipidos naturales, lipidos
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sintéticos, esfingolipidos, lipidos, esteroles, éter cardiolipina, lipidos catidnicos y lipidos modificados con poli (etilen
glicol) y otros polimeros. Los lipidos sintéticos pueden incluir los siguientes componentes de acido graso; lauroilo,
miristoilo, palmitoilo, estearoilo, araquidoilo, oleoilo, linoleoilo, erucoilo, o combinaciones de estos acidos grasos.

Vehiculos

El vehiculo de la composicién comprende una fase continua de una sustancia hidréfoba, preferiblemente una
sustancia hidr6foba liquida. La fase continua puede ser una sustancia hidréfoba esencialmente puro o una mezcla
de sustancias hidréfobas. Ademas, el vehiculo puede ser una emulsién de agua en una sustancia hidr6foba o una
emulsion de agua en una mezcla de sustancias hidr6fobas, siempre que la sustancia hidréfoba constituye la fase
continua. Ademas, en otra realizacién, el vehiculo puede funcionar como un adyuvante.

Las sustancias hidréfobas que son Utiles en las composiciones como se describe en el presente documento son
aquellas que son farmacéuticamente y/o inmunolégicamente aceptables. El vehiculo es preferiblemente un liquido
pero ciertas sustancias hidréfobas que no son liquidos a temperatura atmosférica se puede licuar, por ejemplo por
calentamiento y también son Utiles en esta invencion. En una realizacion, el vehiculo hidréfobo puede ser una
emulsion de solucién salina tamponada con fosfato/adyuvante incompleto de Freund (PBS/FIA).

El aceite o las emulsiones de agua en aceite son vehiculos particularmente adecuados para uso en la presente
invencion. Los aceites deben ser farmacéuticamente y/o inmunolégicamente aceptables- Aceites adecuados
incluyen, por ejemplo, aceites minerales (especialmente aceite mineral de viscosidad ligera o baja tal como Drakeol®
6VR), aceites vegetales (por ejemplo, aceite de soja), aceites de frutos secos (por ejemplo, aceite de cacahuete), o
mezclas de los mismos. En una realizacién, el aceite es un oleato de manida en solucién de aceite mineral,
disponible comercialmente como Montanide® ISA 51. También se pueden usar grasas animales y materiales
poliméricos hidréfobos artificiales, en particular los que son liquidos a temperatura atmosférica o0 que se pueden
licuar de manera relativamente facil.

Otros componentes

La composicién puede comprender ademas uno o0 mas adyuvantes, excipientes, farmacéuticamente aceptables etc.,
como se conocen en la técnica: Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences (Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., USA 1985) y La Farmacopea de Estados Unidos:
Formulario Nacional (USP 24 NF19) publicado en 1999.

El término “adyuvante” se refiere a un compuesto o mezcla que potencia la respuesta inmunitaria a un antigeno. Un
adyuvante puede servir como deposito tisular que libera lentamente el antigeno y también, como activador del
sistema linfoide que potencia inespecificamente la respuesta inmunitaria (Hood y col., Immunology, Segunda Ed.
Benjamin/Cummings: Menlo Park, C.A., 1984; véase Wood y Williams, En: Nicholson, Webster and May (eds.),
Textbook of Influenza, Capitulo 23, pag. 317-323). A menudo, una exposicién primaria con un antigeno solo, en
ausencia de un adyuvante, no producird una respuesta inmunitaria humoral.

Adyuvantes adecuados incluyen, entre otros, alumbre, otros compuestos de aluminio, bacilo de Calmette y Guerin
(BCG), TiterMax®, Ribi®, adyuvante incompleto de Freund (IFA), saponina, sustancias tensioactivas tales como
lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, Corynebacterium parvum, QS-21, adyuvante completo de
Freund (FCA), adyuvantes de la familia agonista de TLR tales como CpG, flagelina, lipopéptidos, peptidoglicanos ,
imidazoquinolinas, ARN monocatenario, lipopolisacaridos (LPS), proteinas de choque térmico (HSP) y ceramidas y
derivados tales como alfa Gal-Cer. Adyuvantes adecuados también incluyen citocinas o quimiocinas en sus formas
de codificacion de polipéptido o de ADN tales como, entre otros, GM-CSF, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-12, IL-15, IL-21. Un
adyuvante de alumbre adecuado se comercializa con el nombre comercial Imject Alum® (Pierce, Rockford, IL), que
consiste en una soluciéon acuosa de hidroxido de aluminio (45 mg/ml) e hidroxido de magnesio (40 mg/ml) mas
estabilizadores inactivos.

La cantidad de adyuvante utilizado depende de la cantidad de antigeno y del tipo de adyuvante. Un experto en la
técnica puede determinar facilmente la cantidad de adyuvante necesaria en una aplicacién particular.

Una respuesta inmunitaria provocada en los sujetos a los que se ha administrado una composicién de la invencion
puede formularse para desviar la respuesta inmunitaria hacia un anticuerpo o una respuesta inmunitaria mediada por
células. Esto se puede lograr mediante el uso de agentes, tales como adyuvantes, que inducen predominantemente
una respuesta Th1 o Th2. Por ejemplo, puede usarse un oligonucleétido que contiene CpG-(en los que el
dinucledtido CpG estd no metilado) para inducir una respuesta predominantemente Th1, favoreciendo asi una
respuesta mediada por células.

Composiciones

Los métodos para preparar liposomas son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo Gregoriadis (1990) y
Frézard (1999), ambos citados anteriormente. Cualquier método adecuado para la fabricacién de liposomas se
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puede utilizar en la préactica de la invencion, o los liposomas se pueden obtener de una fuente comercial. Los
liposomas se preparan tipicamente mediante la hidratacion de los componentes de liposomas que formaran la
bicapa lipidica (por ejemplo, fosfolipidos y colesterol) con una soluciéon acuosa, que puede ser agua pura o una
soluciéon de uno o mas componentes disueltos en agua, por ejemplo solucién salina tamponada con fosfato (PBS ),
solucion salina sin fosfato, o cualquier otra solucion acuosa fisiolégicamente compatible.

En una realizacién, un componente de liposoma o de la mezcla de los componentes de liposomas, tales como un
fosfolipido (por ejemplo Phospholipon® 90G) y el colesterol, se puede solubilizar en un disolvente organico, tal como
una mezcla de cloroformo y metanol, seguido de filtracion (por ejemplo, un filtro de PTFE 0,2 micrometros) y secado,
por ejemplo, por evaporacion rotatoria, para eliminar los disolventes.

La hidratacion de la mezcla de lipidos resultante se puede efectuar mediante, por ejemplo, la inyeccion de la mezcla
de lipidos en una solucién acuosa o sonicacion de la mezcla de lipidos y una solucién acuosa. Durante la formacién
de los liposomas, los componentes de los liposomas forman bicapas individuales (unilamelares) o multiples bicapas
(multilamelares) que rodean un volumen de la solucién acuosa con la que se hidratan los componentes de
liposomas.

En algunas realizaciones, los liposomas se deshidrataron después, tal como mediante secado por congelacién o
liofilizacion.

Los liposomas se combinan con el vehiculo que comprende una fase hidréfoba continua. Esto se puede realizar de
varios modos:

Si el vehiculo se compone Unicamente de una sustancia hidréfoba o una mezcla de sustancias hidr6fobas (por
ejemplo, uso de un vehiculo de aceite mineral al 100%), los liposomas pueden simplemente mezclarse con la
sustancia hidr6foba, o si hay multiples sustancias hidroéfobas, mezclarse con una cualquiera o una combinacién de
ellas.

Si por el contrario el vehiculo que comprende una fase continua de una sustancia hidréfoba contiene una fase
acuosa discontinua, el vehiculo adoptara tipicamente la forma de una emulsién de la fase acuosa en la fase
hidréfoba, tal como una emulsién de agua en aceite. Tales composiciones pueden contener un emulsionante para
estabilizar la emulsion y para promover una distribucion uniforme de los liposomas. En este sentido, los
emulsionantes pueden ser utiles incluso si se usa un vehiculo exento de agua, con el fin de promover una
distribucion uniforme de los liposomas en el vehiculo. Los emulsionantes tipicos incluyen oleato de manida (Arlacel
™ A), lecitina, Tween ™ 80 y Spans ™ 20, 80, 83 y 85. Tipicamente, la relaciéon en volumen (v/v) de la sustancia
hidroéfoba y el emulsionante esta en el intervalo de aproximadamente 5 : 1 a aproximadamente 15: 1, prefiriéndose la
proporcion de aproximadamente 10: 1.

Los liposomas pueden ser anadidos a la emulsiéon acabada, o pueden estar presentes ya sea en la fase acuosa o en
la fase hidr6foba antes de la emulsion.

El antigeno se puede introducir en varias etapas diferentes del proceso de formulaciéon. Mas de un tipo de antigeno
se puede incorporar en la composicion (por ejemplo, un virus inactivado, un virus vivo atenuado, proteina o
polipéptido ).

En algunas realizaciones, el antigeno esta presente en la solucién acuosa utilizada para hidratar los componentes
que se utilizan para formar las bicapas lipidicas de los liposomas (por ejemplo fosfolipido (s) y colesterol). En este
caso, el antigeno sera encapsulado en el liposoma, presente en su interior acuoso. Si los liposomas resultantes no
se lavan o se secan, tal que hay una solucién acuosa residual presente que, en ultima instancia, se mezcla con el
vehiculo que comprende una fase continua de una sustancia hidr6foba, es posible que el antigeno adicional puede
estar presente fuera de los liposomas en el producto final. En una técnica relacionada, el antigeno se puede mezclar
con los componentes usados para formar las bicapas lipidicas de los liposomas, antes de la hidratacién con la
solucién acuosa.

En un enfoque alternativo, en su lugar, el antigeno puede mezclarse con el vehiculo que comprende una fase
continua de una sustancia hidréfoba, antes, durante, o después de que el vehiculo se combina con los liposomas. Si
el vehiculo es una emulsién, el antigeno se puede mezclar con cualquiera o ambas de la fase acuosa o fase
hidr6foba antes de la emulsion. Alternativamente, el antigeno puede mezclarse con el vehiculo después de la
emulsificacion.

La técnica de combinar el antigeno con el vehiculo puede usarse junto con la encapsulacién del antigeno en los
liposomas como se ha descrito anteriormente, de tal manera que el antigeno esta presente tanto dentro de los
liposomas como en el vehiculo que comprende una fase continua de una sustancia hidréfoba.

Los procedimientos descritos anteriormente para la introduccién del antigeno en la composicién se aplican también a
polil:C. Es decir, el polil:C puede introducirse en, por ejemplo, uno cualquiera o mas de: (1) la soluciéon acuosa
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utilizada para hidratar los componentes que se utilizan para formar las bicapas lipidicas de los liposomas; (2) los
componentes usados para formar las bicapas lipidicas de los liposomas; o (3) el vehiculo que comprende una fase
continua de una sustancia hidréfoba, antes, durante, o después de que el vehiculo se combine con los liposomas. Si
el vehiculo es una emulsién, el polil:C se puede mezclar con cualquiera o ambas de la fase acuosa o fase hidr6foba
antes de la emulsién. Alternativamente, el polil:C puede mezclarse con el vehiculo después de la emulsificacién.

La técnica de combinar el polil:C con el vehiculo puede usarse junto con la encapsulacion del polil:C en los
liposomas, de tal manera que el polil:C estd presente tanto dentro de los liposomas como en el vehiculo que
comprende una fase continua de una sustancia hidr6foba.

El Polil:C se puede incorporar en la composiciéon junto con el antigeno en la misma etapa de procesamiento, o por
separado, en una etapa de procesamiento diferente. Por ejemplo, el antigeno y el polil:C pueden estar presentes
ambos en la solucién acuosa utilizada para hidratar los componentes de liposomas de lipidos formadores de bicapa,
de manera que tanto el antigeno como Polil:C quedan encapsulados en los liposomas. Alternativamente, el antigeno
puede estar encapsulado en los liposomas y los Polil:C mezclados con el vehiculo que comprende una fase continua
de una sustancia hidréfoba. Se apreciara que muchas de tales combinaciones son posibles.

Si la composicion contiene uno 0 méas adyuvantes, el adyuvante se puede incorporar en la composicion junto con el
antigeno en la misma etapa de procesamiento, o por separado, en una etapa de procesamiento diferente. Por
ejemplo, el antigeno y el adyuvante pueden estar presentes ambos en la soluciéon acuosa utilizada para hidratar los
componentes de liposomas de lipidos formadores de bicapa, de manera que tanto el antigeno como el adyuvante
quedan encapsulados en los liposomas. Alternativamente, el antigeno puede estar encapsulado en los liposomas y
el adyuvante mezclado con el vehiculo que comprende una fase continua de una sustancia hidréfoba. Se

Los estabilizantes tales como azucares, antioxidantes, conservantes que mantienen la actividad biolégica o mejoran
la estabilidad quimica para prolongar la vida util del antigeno, el adyuvante, los liposomas o el vehiculo hidréfobo
continuo, se pueden anadir a estas composiciones.

En algunas realizaciones, se puede usar una mezcla de antigeno/polil:C, en cuyo caso el antigeno y el polinucleétido
polil:C se incorporan en la composicion al mismo tiempo. Una "mezcla de antigeno/polil:C" se refiere a una forma de
realizacién en la que el antigeno y el polinucleétido polil:C estan en el mismo diluyente al menos antes de la
incorporacion en la composicién. El antigeno y el polinucleétido polil:C en una mezcla de antigeno/Polil:C pueden,
aunque no necesariamente, estar quimicamente unidos, tal como mediante union covalente.

De un modo similar, en algunas realizaciones, se puede usar una mezcla de antigeno/adyuvante, en cuyo caso el
antigeno y el adyuvante se incorporan en la composicién al mismo tiempo. Una "mezcla de antigeno/adyuvante" se
refiere a una forma de realizacion en la que el antigeno y el adyuvante estan en el mismo diluyente al menos antes
de la incorporacion en la composicion. El antigeno y el adyuvante en una mezcla de antigeno/adyuvante pueden,
aungue no necesariamente, estar quimicamente unidos, tal como mediante unién covalente.

En algunas realizaciones, el vehiculo que comprende una fase continua de una sustancia hidr6foba puede por si
mismo tener actividad adyuvante. El adyuvante incompleto de Freund, es un ejemplo de un vehiculo hidréfobo con
efecto adyuvante. Tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones, cuando se utiliza el término
"adyuvante", se pretende indicar la presencia de un adyuvante ademas de cualquier actividad adyuvante
proporcionada por el vehiculo que comprende una fase continua de una sustancia hidréfoba.

Las composiciones como se describen en el presente documento se pueden formular en una forma tal que es
adecuada para administraciéon oral, nasal, rectal o parenteral. La administracion parenteral incluye los modos de
administracion intravenosa, intraperitoneal, intradérmica, subcutanea, intramuscular, transepitelial, intrapulmonar,
intratecal y topica. Las vias preferidas incluyen la administracion intramuscular, subcutdnea e intradérmica para
lograr un efecto de depdsito. En realizaciones en las que la composicion de la invencién es para el tratamiento de los
tumores cancerosos, la composicion se puede formular para la administracion mediante inyeccion directamente en el
tumor, o adyacente al tumor. En algunas realizaciones, la composicién puede administrarse de manera uniforme
sobre o a través del tumor o para mejorar la biodistribucién y por lo tanto, mejorar el beneficio terapéutico.

En otras realizaciones, una composicion de la invencion puede formularse con Polil:C basado en ADN: C, polil:C
basado en ARN o polil:C basado en una mezcla de ARN y ADN. En este contexto, una mezcla de ARN y ADN puede
referirse a nucledtidos, de tal manera que cada hebra puede comprender nucleétidos de ADN y ARN; a las hebras,
de tal manera que cada polinucleétido de doble cadena tiene una hebra de ADN y una hebra de ARN; al
polinucleétido, tal que una composicion contiene polinucleétidos polil:C, cada uno de los cuales esta totalmente
compuesto por ARN o totalmente compuesto por ADN; o sus combinaciones.

En otras realizaciones, las composiciones de la invencion pueden formularse para su uso en combinacién con un
epitopo de célula T o un epitopo de células B. El epitopo de célula T puede ser un epitopo de células T universal y el
epitopo de células B puede ser un epitopo de células B universal. Tal como se utiliza en el presente documento, un
"epitopo universal" puede ser cualquier epitopo que es ampliamente reconocido, por ejemplo, por las células T o
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células B de mdltiples cepas de un animal. En una realizacién, el epitopo de la célula T puede ser un péptido toxoide
tetanico tal como F21 E. En otra realizacion, el epitopo de células T puede ser PADRE, un epitopo universal de
células T colaboradoras. Otros epitopos universales que pueden ser adecuados para su uso en el contexto de la
invencion son conocidos para el experto o se pueden determinar faciimente utilizando técnicas de rutina.

En realizaciones relacionadas, una composicién de la invencién comprende un polinucleétido polil:C y un antigeno,
en el que la presencia de la polinucleétido polil:C y el antigeno en términos de peso o nimero de moléculas se
encuentra en una relacion de menos de 1 a 1.000, de menos de 1 a 900, de menos de 1 a 800, de menos de 1 a
700, de menos de 1 a 500, de menos de 1 a 400, de menos de 1 a 300, de menos de 1 a 200 , de menos de 1 a
100, de menos de 1 a 50, de menos de 1 a 10, de menos de 1 a 5, de menos de 1 a 2, de aproximadamente 1 a 1,
de mayor que 2 a 1, de mayor que 5 a 1, mayor de 10 a 1, mayor de 50 a 1, de mayor que 100 a 1, mayor de 200 a
1, de mayor de 300 a 1, mayor que 400 a 1, de mayor de 500 a 1, de mayor de 600 a 1, de mayor de 700 a 1, de
mayor que 800 a 1, de superior a 900 a 1, de mas de 1.000 a 1.

La cantidad o6ptima de polinucleétido polil:C al antigeno para provocar una respuesta inmunitaria 6ptima puede
depender de un numero de factores que incluyen, sin limitacién, la composicién, la enfermedad, el sujeto y puede
determinarla facilmente la persona experta usando estudios estandar que incluyen, por ejemplo, las observaciones
de los titulos de anticuerpos y otras respuestas inmunogénicas en el huésped.

Kits y reactivos

La presente invencién se proporciona opcionalmente a un usuario como un kit. Por ejemplo, un kit de la invencion
contiene una o mas de las composiciones de la invencion. El kit puede comprender ademas uno o mas reactivos
adicionales, material de envasado, recipientes para contener los componentes del kit y un manual de instrucciones o
de usuario detallando los métodos preferidos de la utilizacion de los componentes del kit.

Métodos de uso

La invencién encuentra aplicacion en cualquier caso en el que se desea administrar un antigeno a un sujeto. El
sujeto puede ser un vertebrado, tal como un pez, ave o mamifero, preferiblemente un ser humano.

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencién pueden administrarse a un sujeto con el fin de obtener
y/0 mejorar una respuesta de anticuerpos al antigeno.

Como se usa en este documento, "provocar” una respuesta inmunitaria es inducir y/o potenciar una respuesta
inmunitaria. Como se usa en el presente documento, "mejorar" una respuesta inmunitaria es elevar, mejorar o
reforzar la respuesta inmunitaria para beneficio del huésped en relacién con el estado de la respuesta inmunitaria
anterior, por ejemplo, antes de la administracién de una composicion de la invencion.

Un "anticuerpo” es una proteina que comprende uno o mas polipéptidos sustancialmente o parcialmente codificados
por genes de inmunoglobulina o fragmentos de genes de inmunoglobulina. Los genes de inmunoglobulina
reconocidos incluyen los genes de la regién constante «, A, a, v, 8, € y 1, asi como una miriada de regiones variables
de inmunoglobulinas. Las cadenas ligeras se clasifican como k o A. Las cadenas pesadas se clasifican como v, y, o,
4 0 &, que a su vez definen las clases de inmunoglobulina, 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. Una unidad
estructural de una inmunoglobulina tipica (anticuerpo) comprende una proteina que contiene cuatro polipéptidos.
Cada unidad estructural del anticuerpo esta compuesta por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo
cada una cadena ‘ligera” u una “pesada”. El extremo N de cada cadena define una regién variable principalmente
responsable del reconocimiento del antigeno. Las unidades estructurales de los anticuerpos (por ejemplo, de las
clases IgA e IgM) también pueden ensamblarse en formas oligoméricas entre si y otras cadenas de polipéptidos
adicionales, por ejemplo como pentdameros de IgM en asociacion con el polipéptido de cadena J.

Los anticuerpos son los productos de glucoproteina especificas de antigenos de una subpoblacién de glébulos
blancos llamados linfocitos B (células B). La unién del antigeno al anticuerpo expresada en la superficie de las
células B puede inducir una respuesta de anticuerpo que comprende la estimulacion de las células B para su
activacion, para sufrir mitosis y para diferenciarse terminalmente en células plasmaticas, que estan especializadas
en la sintesis y secrecion del anticuerpo especifico del antigeno.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresién "respuesta de anticuerpo” se refiere a un aumento en la
cantidad de anticuerpos especificos de antigeno en el cuerpo de un sujeto en respuesta a la introduccion del
antigeno en el cuerpo del sujeto.

Un método de evaluacion de una respuesta de anticuerpos es medir los titulos de anticuerpos reactivos con un
antigeno particular. Esto se puede realizar usando diversos métodos conocidos en la técnica tales como el ensayo
de inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA) de sustancias que contienen anticuerpos obtenidos de animales. Por
ejemplo, los titulos de anticuerpos en suero que se unen a un antigeno particular se pueden determinar en un sujeto
tanto antes como después de la exposicion al antigeno. Un aumento estadisticamente significativo del titulo de
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anticuerpos especificos de antigeno después de la exposicion al antigeno indicaria que el sujeto habia montado una
respuesta de anticuerpos al antigeno.

Otros ensayos que pueden utilizarse para detectar la presencia de un anticuerpo especifico de antigeno incluyen, sin
limitaciéon, ensayos inmunolégicos (por ejemplo, radioinmunoensayo (RIA)), ensayos de inmunoprecipitacion y
transferencia de proteinas (por ejemplo, ensayos de transferencia de tipo Western); y ensayos de neutralizacién (por
ejemplo, neutralizacién de la infectividad viral en un ensayo in vitro o in vivo).

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencién pueden administrarse a un sujeto con el fin de obtener
y/0 mejorar una respuesta inmunitaria al antigeno mediada por células. Tal como se utiliza en el presente
documento, la expresion "respuesta inmunitaria mediada por células" se refiere a un aumento en la cantidad de
linfocitos T citotoxicos, macrofagos, células asesinas naturales o citocinas especificas de antigeno en el cuerpo de
un sujeto en respuesta a la introduccién del antigeno en el cuerpo del sujeto.

Histéricamente, el sistema inmune se separd en dos ramas: inmunidad humoral, para los que la funcién protectora
de la inmunizacién se pudo encontrar en el humor (fluido corporal libre de células o suero que contiene anticuerpos)
e inmunidad celular, para los que la funcién protectora de la inmunizacién se asoci6 con las células. La inmunidad
mediada por células es una respuesta inmunitaria que implica la activacion de macréfagos, células asesinas
naturales (NK), linfocitos T citotdxicos especificos de antigeno y la liberacion de varias citocinas en respuesta a un
antigeno "no propio. La inmunidad celular es un componente importante de la respuesta inmunitaria adaptativa y tras
el reconocimiento del antigeno por las células a través de su interaccion con las células presentadoras de antigenos,
tales como células dendriticas, linfocitos B y en menor medida, macroéfagos, protege al cuerpo mediante diversos
mecanismos, tales como:

1. la activacién de linfocitos T citotoxicos especificos de antigeno que son capaces de inducir la apoptosis en las
células del cuerpo que muestran epitopos de antigeno extrafio en su superficie, tales como células infectadas por
virus, células con bacterias intracelulares y células cancerosas que presentan antigenos tumorales;

2. activacion de macrofagos y células asesinas naturales, que les permite destruir patdgenos intracelulares; y

3. estimulacion de las células para que secreten diversas citocinas que influyen en la funcién de otras células
involucradas en la respuesta inmunitaria adaptativa y la respuesta inmunitaria innata.

La inmunidad celular es més eficaz en la eliminacién de las células infectadas por virus, pero también participa en la
defensa contra los hongos, protozoos, canceres y bacterias intracelulares. También desempena un papel importante
en el rechazo del trasplante.

Deteccién de la respuesta inmunitaria mediada por células después de la vacunacién

Dado que inmunidad mediada por células implica la participacién de diversos tipos de células y estd mediada por
diferentes mecanismos, varios métodos podrian utilizarse para demostrar la induccion de la inmunidad después de la
vacunacion. . Estos podrian clasificar en la deteccion de: i) células presentadoras de antigenos especificos; ii)
células efectoras especificas y sus funciones vy iii) liberacién de mediadores solubles como citocinas.

i) Células presentadoras de antigeno: las células dendriticas y las células B (y en menor medida los macrofagos)
estan equipadas con receptores de inmunoestimuladoras especiales que permiten una mayor activacion de las
células T y se denominan células presentadoras de antigeno profesionales (APC). Estas moléculas
inmunoestimulantes (también denominadas moléculas coestimuladoras) estan reguladas por incremento en estas
células después de la infeccién o la vacunacién, durante el proceso de la presentacion de antigenos a células
efectoras, tales como células CD4 y CD8 T citotdxicos. Tales moléculas coestimuladoras (tales como CD80, CD86,
MHC de clase | o MHC de clase Il) se pueden detectar mediante el uso de citometria de flujo con anticuerpos
conjugados con fluorocromo dirigidos contra estas moléculas, junto con anticuerpos que identificar especificamente
las APC (tales como CD11c para células dendriticas ).

ii) Células T citotéxicas: (también conocidos como Tc, células T asesinas, o linfocitos T citotéxicos (CTL)) son un
subgrupo de las células T que inducen la muerte de las células que estan infectadas con virus (y otros patégenos), o
que expresan antigenos tumorales. Estos CTL atacan directamente a otras células que transportan determinadas
moléculas extrafas o anormales en su superficie. La capacidad de tale citotoxicidad celular puede detectarse
utilizando en ensayos citoliticos in vitro (ensayo de liberacion de cromo). Por lo tanto, la induccion de la inmunidad
celular adaptativa se puede demostrar por la presencia de tales células T citotoxicas, en la que, cuando el las células
diana cargadas con antigeno son lisadas por CTL especificos que se generan in vivo después de la vacunacién o
infeccion.

Las células T citotéxicas no sensibilizadas se activan cuando su receptor de células T (TCR) interacciona

fuertemente con una molécula de MHC de clase | unida al péptido. Esta afinidad depende del tipo y orientacion del
complejo antigeno/MHC y es lo que mantiene al CTL y la célula infectada unidos. Una vez activado, el CTL se sufre
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un proceso llamado expansién clonal en el que se gana funcionalidad y se divide rapidamente, para producir un
ejército de células efectoras “armadas”. Después, los CTL activados viajaran por todo el cuerpo en busca de células
que lleven ese Unico MHC de clase | + péptido. Esto podria ser utilizado para identificar tales CT in vitro mediante el
uso de tetrameros de péptido-MHC de clase | en ensayos de citometria de flujo.

Cuando se expone a estas células somaticas infectadas o disfuncionales, el CTL efector libera perforina y
granulisina: citotoxinas que forman poros en la membrana plasmatica de la célula diana, lo que permite la entrada de
iones y agua fluya en la célula infectada y hace que se rompa o se lise. Los CTL liberan granzima, una serina
proteasa que entra en las células a través de los poros para inducir la apoptosis (muerte celular). La liberacion de
estas moléculas de los CTL se puede utilizar como una medida del éxito de la induccién de la respuesta inmunitaria
celular después de la vacunacion. Esto se puede hacer mediante ensayo de inmunoabsorciéon ligado a enzimas
(ELISA) o ensayo de inmunotransferencia ligado a enzimas (ELISPOT), en los que los CTL se pueden medir
cuantitativamente. Dado que los CTL también son capaces de producir citocinas importantes, tales como IFN-v, la
medicién cuantitativa de células CD8 productoras de IFN-y se puede conseguir mediante ELISPOT y por medicion
de citometria de flujo de IFN-yintracelular en estas células.

Células T CD4 + "colaboradoras": linfocitos CD4 + o células T colaboradoras, son mediadores de la respuesta
inmunitaria y desempefnan un papel importante en el establecimiento y maximizaciéon de las capacidades de la
respuesta inmunitaria adaptativa. Estas células no tienen actividad citotoxica o fagocitica; y no pueden matar las
células infectadas o patégenos claros, pero, en esencia, "gestionan” la respuesta inmunitaria, dirigiendo otras células
para que lleven a cabo estas tareas. Dos tipos de respuestas de células T colaboradoras CD4 + efectoras pueden
inducirse por una APC profesional, denominada Th1 y Th2, cada una disefiado para eliminar diferentes tipos de
patégenos.

Las células T colaboradoras expresan receptores de células T (TCR) que reconocen el antigeno unido a moléculas
de MHC Clase Il. La activacion de las células T colaboradoras no sensibilizadas hace que segregue citocinas, que
influyen en la actividad de muchos tipos de células, incluyendo las APC que la han activado. Las células T
colaboradoras requieren un estimulo de activacién mucho méas suave que las células T citotoxicas. Las células T
colaboradoras pueden proporcionar senales adicionales que "ayudan" a activar las células citotéxicas. Dos tipos de
respuestas de células T colaboradoras CD4 + efectoras pueden inducirse por una APC profesional, denominada Th1
y Th2, cada una disefado para eliminar diferentes tipos de patdégenos. Las dos poblaciones de células Th difieren en
el patrén de las proteinas efectoras (citocinas) producidas. En general, las células Th1 ayudan en la respuesta
inmunitaria celular mediante la activacién de los macréfagos y las células T citotéxicas; mientras que las células Th2
estimulan la respuesta inmunitaria humoral mediante la estimulacion de las células B para la conversién en células
plasmaticas y la formacion de anticuerpos. Por ejemplo, una respuesta regulada por las células Th1 puede inducir
IgG2a e 1gG2b en raton (IgGl e IgG3 en seres humanos) y favorecer una respuesta inmunitaria mediada por células
frente a un antigeno. Si la respuesta de IgG a un antigeno esta regulada por las células de tipo Th2, puede mejorar
predominantemente la produccién de IgGl en ratén (IgG2 en los seres humanos). La determinacién de las citocinas
asociadas con respuestas Th1 o Th2 dard una medida del éxito de la vacunacion. Esto se puede lograr mediante
ELISA especifico disefiado para citocinas de Th1 tales como IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-a y otros, o citocinas de Th2,
tales como IL-4, IL-5, IL-10 entre otras.

iii) Medicién de citocinas: liberadas por los ganglios linfaticos regionales, dan una buena indicacion del éxito de la
inmunizacion. Como resultado de la presentacién de antigenos y la maduracién de las APC y las células efectoras
inmunitarias, tales como células T CD4 y CD8, varias citocinas son liberadas por las células de los ganglios
linfaticos. Mediante el cultivo de estas LNC in vitro en presencia de antigeno, la respuesta inmunitaria especifica de
antigeno se puede detectar midiendo la liberacion si ciertas citocinas importantes, tales como IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-
o y GM-CSF. Esto podria hacerse mediante ELISA utilizando sobrenadantes de cultivo y citocinas recombinantes
como patrones.

El éxito de la inmunizacion se puede determinar mediante diversas formas conocidas para el experto, incluyendo,
entre otros, ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién (IHA) y de inhibicion de seroneutralizaciéon para detectar
anticuerpos funcionales; estudios de exposicién, en la que los sujetos vacunados son expuestos al patégeno
asociado a determinar la eficacia de la vacunacién; y el uso de clasificacion de células activadas por fluorescencia
(FACS) para determinar la poblaciéon de células que expresan un marcador de superficie celular especifico, por
ejemplo, en la identificacion de los linfocitos activados o de memoria. Un experto en la materia podra también
determinar si la inmunizaciéon con una composicion de la invencién provocé un anticuerpo y/o respuesta inmunitaria
mediada por células usando otros métodos conocidos. . Véase, por ejemplo, Current Protocols in Immunology
Coligan et al., ed. (Wiley Interscience, 2007).

En otras realizaciones, las composiciones de la invencion pueden administrarse a un sujeto con el fin de obtener y/o
mejorar una respuesta inmunitaria de anticuerpos o mediada por células al antigeno.

La invencion encuentra una amplia aplicacion en la prevencién y el tratamiento de cualquier enfermedad susceptible
a la prevencion y/o tratamiento por medio de la administracién de un antigeno. Aplicaciones representativos de la

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 524 699 T3

invencion incluyen el tratamiento y la prevencion del cancer, la terapia génica, la terapia adyuvante, el tratamiento y
la prevencién de enfermedades infecciosas, tratamiento y prevencién de la alergia, tratamiento y prevencion de la
enfermedad autoinmune, tratamiento de la enfermedad degenerativa de las neuronas y tratamiento de la
aterosclerosis, tratamiento y prevencién de la dependencia de drogas, control hormonal para el tratamiento y
prevencion de enfermedades, control de un proceso biolégico para el propdsito de la anticoncepcién.

Prevencién o tratamiento de la enfermedad incluye la obtencion de resultados beneficiosos o deseados, incluyendo
los resultados clinicos. Resultados clinicos beneficiosos o0 deseados pueden incluir, entre otros, alivio 0 mejora de
uno o mas sintomas o afecciones, disminucién de la extension de la enfermedad, estabilizaciéon del estado de
enfermedad, prevencién del desarrollo de la enfermedad, prevencién de la propagacion de la enfermedad, retraso o
ralentizacion de la progresién de la enfermedad, retraso o ralentizacion de la aparicién de la enfermedad, conferir
inmunidad protectora frente a un agente causante de la enfermedad y mejora o paliacién del estado de enfermedad.
Prevencién o tratamiento también puede significar prolongar la supervivencia de un paciente mas alla de lo esperado
en ausencia de tratamiento y también puede significar la inhibicion de la progresiéon de la enfermedad
temporalmente, aunque mas preferiblemente, implica la prevenciéon de la aparicién de la enfermedad tales como
mediante la prevencién de la infeccion en un sujeto.

El experto en la materia puede determinar los regimenes de tratamiento adecuados, las vias de administracion, las
dosis, etc., para cualquier aplicacién particular con el fin de lograr el resultado deseado. Los factores que pueden
tenerse en cuenta incluyen, por ejemplo: La naturaleza del antigeno; el estado de enfermedad que debe prevenirse o
tratarse; la edad, el estado fisico, el peso corporal, el sexo y la dieta del sujeto; y otros factores clinicos. Véase, por
ejemplo, "Vaccine Handbook", editado por Researcher's Associates (Gaku-yuu-kai) of The National Institute of
Health (1994); "Manual of Prophylactic Inoculation, 82 edici6n", editado por Mikio Kimura, Munehiro Hirayama y
Harumi Sakai, Kindai Shuppan (2000); "Minimum Requirements for Biological Products”, editado por la Association of
Biologicals Manufacturers of Japan (1993).

Respuestas inmunitarias

Una composicion de la invencién puede usarse para inducir una respuesta de anticuerpos y/o respuesta inmunitaria
mediada por células al antigeno que se formula en la composicién en un sujeto en necesidad del mismo. Una
respuesta inmunitaria puede producirse y/o mejorado en un sujeto en necesidad de la misma frente a cualquier
antigeno y/o a la célula que lo expresa. Por lo tanto, en realizaciones de la invencién, una composicién puede
comprender un antigeno derivado de una bacteria, un virus, un hongo, un parasito, un alérgeno o una célula tumoral
y puede formularse para su uso en el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad causada por una bacteria, un
virus, un hongo, un parasito, un alérgeno o una célula tumoral, respectivamente.

Una composicion de la invencidon puede ser adecuada para su uso en el tratamiento y/o prevencién de cancer en un
sujeto en necesidad de la misma. El sujeto puede tener cancer o puede estar en riesgo de desarrollar cancer. Los
canceres que pueden tratarse y/o prevenirse mediante el uso o administraciéon de una composiciéon de la invencién
incluyen, sin limitaciones, carcinoma, adenocarcinoma, linfoma, leucemia, sarcoma, blastoma, mieloma y tumores de
células germinales. En una realizacion, el cancer puede deberse a un patégeno, tal como un virus. Los virus
relacionados con el desarrollo de cancer son conocidos por el experto en la materia e incluyen, entre otros, virus del
papiloma humano (VPH), virus John Cunningham (JCV), virus del herpes humano 8, virus de Epstein Barr (EBV),
poliomavirus de células de Merkel, virus de la hepatitis C Virus y virus 1 de la leucemia de células T humanas. Una
composiciéon de la invencién puede usarse, ya sea para el tratamiento o la profilaxis del cancer, por ejemplo, en la
reduccion de la severidad del cancer o la prevencién de la reincidencia del cancer. Los canceres que pueden
beneficiarse de las composiciones de la invencién incluyen cualquier célula maligna que expresa uno o mas
antigenos especificos del tumor.

Una composicion de la invencién puede ser adecuada para su uso en el tratamiento y/o prevencion de una infecciéon
viral en un sujeto en necesidad de la misma. El sujeto puede estar infectado con un virus o puede estar en riesgo de
desarrollar una infeccion viral. Las infecciones virales que se pueden ftratar y/o prevenir mediante el uso o
administracion de la invencion incluyen, sin limitacién, Cowpoxvirus, virus vaccunal, virus seudoviruela, herpesvirus
humano 1, herpesvirus humano 2, citomegalovirus, adenovirus humano A-F, poliomavirus, virus del papiloma
humano, parvovirus, virus de Hepatitis A, Virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus de la inmunodeficiencia
humana, ortoreovirus, rotavirus, virus Ebola, virus de la parainfluenza, virus de la gripe A, virus de la gripe B, virus de
la gripe C, virus del sarampién, virus de las paperas, virus de la rubéola, pneumovirus, virus sincitial respiratorio
humano, virus de la rabia, virus de la encefalitis de California, virus de la encefalitis japonesa, virus Hantaan, virus de
la coriomeningitis linfocitica, coronavirus, enterovirus, rinovirus, virus de la polio, norovirus, flavivirus, virus del
dengue, virus del Nilo Occidental, virus de la fiebre amarilla y varicela.

En una realizacion, una composicién de la invencion puede usarse para tratar y/o prevenir una infeccion por el virus
de la gripe en un sujeto en necesidad del mismo. La gripe es un virus de ARN de cadena sencilla de la familia
Orthomyxoviridae y se caracteriza a menudo por dos grandes glucoproteinas en el exterior de la particula viral, la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA). Se han identificado numerosos subtipos de HA de la gripe A (Kawaoka
y col., Virology (1990) 179:759-767; Webster y col., "Antigenic variation among type A influenza viruses," p. 127-168.
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En: P. Palese and D.W. Kingsbury (ed.), Genetics of influenza viruses. Springer-Verlag, Nueva York).

Una composicién de la invencion puede ser adecuada para su uso en el tratamiento y/o prevenciéon de una
enfermedad neurodegenerativa en un sujeto en necesidad de la misma, en la que la enfermedad neurodegenerativa
esta asociada con la expresién de un antigeno. El sujeto puede tener una enfermedad neurodegenerativa o puede
estar en riesgo de desarrollar una enfermedad neurodegenerativa. Las enfermedades neurodegenerativas que
pueden tratarse y/o prevenirse mediante el uso o administracion de una composicion de la invencion incluyen, entre
otras, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y la esclerosis lateral
amiotréfica (ELA).

En una realizacion, una composicion de la invencién puede usarse para tratar y/o prevenir LA ENFERMEDAD DE
Alzheimer en un sujeto en necesidad del mismo. La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la asociacion de
placas de B-amiloide y/o proteinas tau en los cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer (véase, por
ejemplo, Goedert y Spillantini, Science, 314: 777-781, 2006). El virus del herpes simple de tipo 1 también se ha
propuesto que desempefia un papel causal en las personas portadoras de las versiones susceptibles del gen apoE
(Itzhaki y Wozniak, J Alzheimer Dis 13: 393-405, 2008).

Un sujeto al que se le ha administrado o tratado con una composicién de la invencion puede resultar en el aumento
de una respuesta inmunitaria de anticuerpo y/o mediada por células frente al antigeno en relacién con un sujeto
tratado con una composicién control. Tal como se utiliza en el presente documento, una "composicion control" puede
referirse a cualquier composicion que no contiene al menos un componente de la composicion reivindicada. Por
tanto, una composicion control no contiene al menos uno de 1) un antigeno, 2) liposoma, 3) Polil:C o 4) un vehiculo
hidréfobo. En una realizacién, una composicion control no contiene Polil:C. En otras realizaciones, una composicién
control puede contener alumbre en lugar de Polil:C.

Un sujeto al que se ha administrado o tratado con una composicién de la invencién puede producir una respuesta
inmunitaria de anticuerpo que es al menos 1,50x, al menos 1,75x, al menos 2x, al menos 2,5 veces, al menos 3x, al
menos 3,5x, al menos 4x , al menos 4,5x, o al menos 5x mayor en relacion con un sujeto tratado con una
composicién control. En una realizacién, el titulo de anticuerpos (expresado en término del valor log10) del suero de
un sujeto tratado con una composicion de la invencién es de al menos 0,05, al menos 0,10, al menos el 0,15, al
menos 0,20, al menos 0,25 o al 0,30 mayor que la de un sujeto tratado con una composicién control.

Un sujeto al que se ha administrado o tratado con una composicién de la invencién puede producir una respuesta
inmunitaria mediada por células que es al menos 1,50x, al menos 1,75x, al menos 2x, al menos 2,5 veces, al menos
3x, al menos 3,5x, al menos 4x , al menos 4,5x, 0 al menos 5x mayor en relacién con un sujeto tratado con una
composicién control.

Un sujeto al que se ha administrado o tratado con una composicion de la invencion puede producir una poblacion de
células T de memoria que es al menos 1,50x, al menos 1,75x, al menos 2x, al menos 2,5 veces, al menos 3x, al
menos 3,5x, al menos 4x , al menos 4,5x, o al menos 5x mayor en relacion con un sujeto tratado con una
composicién control.

Un sujeto administrado o tratado con una composicién de la invencion puede prevenir el desarrollo y/o retrasar la
aparicion de un tumor en un sujeto, respecto a un sujeto tratado con una composicién control.

La invencion se ilustra de forma adicional mediante los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplo 1

Ratones CD1 hembras sin patdégenos, de 6-8 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canada) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

La proteina recombinante hemaglutinina H5N1 se adquiri6 en Protein Sciences (Meridien, CT, EE.UU.). Esta
proteina recombinante tiene un peso molecular aproximado de 72.000 daltons y corresponde a la glucoproteina
hemaglutinina, una proteina antigénica presente en la superficie del virus de la gripe H5N1. Esta proteina
recombinante, en lo sucesivo denominada rHA, se utiliz6 como antigeno modelo para probar la eficacia de las
formulaciones de vacuna. La rHA se utiliz6 a 1 microgramo por dosis de 30 microlitros.

La eficacia de la vacuna se evalu6 mediante ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), un método que
permite la deteccion de los niveles de anticuerpos especificos de antigeno en el suero de los animales inmunizados.
La realizacion de la prueba ELISA en los sueros recogidos de ratones inmunizados en un intervalo regular (cada
cuatro semanas, por ejemplo), es Util para el seguimiento de las respuestas de anticuerpos a una formulacion de
vacuna dada. En pocas palabras, una placa de microtitulacion de 96 pocillos se reviste con antigeno (rHA, 1
microgramo/mililitro) durante la noche a 4 grados centigrados, se bloquea con 3% de gelatina durante 30 minutos, a
continuacion se incuba durante la noche a 4 grados centigrados con diluciones en serie de los sueros, comenzando
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tipicamente a una dilucién de 1/2000. Después se afiaden un reactivo secundario (proteina G conjugada con
fosfatasa alcalina, EMD chemicals, Gibbstown, NJ, EE.UU.) a cada pocillo a una dilucién 1/500 durante una hora a
37 grados centigrados. Tras una incubacion de 60 minutos con una solucion que contiene 1 miligramo/mililitro de 4-
nitrofenilfosfato sal disédica hexahidrato (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Suiza), la absorbancia a 405 nanémetros de
cada pocillo se midié6 usando un lector de placas de microtitulacion (ASYS Hitech GmbH, Austria ). Los titulos de
punto final se calculan como se describe en Frey A. et al (Journal of Immunological Methods, 1998, 221:35-41). Los
titulos calculados representan la dilucion mas alta a la que se observé un aumento estadisticamente significativo de
la absorbancia en muestras de suero de ratones inmunizados frente a muestras de suero de ratones control no
inmunizados no sensibilizados. Los titulos se presentan como valores log10 de la dilucién de punto final.

Para formular la vacuna descrita en el presente documento, una mezcla de 10: 1 peso: peso homogénea de S100
lecitina y colesterol (Lipoid GmbH, Alemania) se hidraté en presencia de una solucién de rHA en solucién salina
tamponada con fosfato (pH 7,4) para formar liposomas con rHA encapsulado. En resumen, 33 microgramos de rHA
se suspendieron primero en 300 microlitros de solucién salina tamponada con fosfato (pH 7,4) después se afadi6 a
132 miligramos de la mezcla de lecitina S100/colesterol para formar aproximadamente 450 microlitros de una
suspensién de liposomas que encapsula el antigeno rHA. La preparacion de liposomas se extrudié haciendo pasar el
material a través de una mini-extrusora manual (Avanti, Alabaster, AL, EE.UU.) equipada con una membrana de
policarbonato de 200 nandémetros. Por cada 450 microlitros de suspensiéon de liposomas que contienen rHA se
anadieron dos miligramos de adyuvante para inyecciones de alumbre (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). Por cada 500
microlitros de una suspension de liposoma/antigeno/adyuvante, se afiadié un volumen igual de un vehiculo de aceite
mineral equivalente al adyuvante incompleto de Freund (conocido como Montanide (TM) ISA 51, suministrado por
Seppic, Francia) para formar una emulsién agua en aceite emulsién con la suspension de liposomas contenida
dentro de la fase acuosa de la emulsion y el aceite formando una fase hidréfoba continua. Cada dosis de vacuna
consistié en 30 microlitros de la emulsién descrita anteriormente que contiene liposomas, el antigeno rHA, adyuvante
de alumbre y el vehiculo de aceite mineral. Esta formulacion de la vacuna se denominara liposoma/alumbre/vehiculo
hidréfobo.

Para formular la vacuna correspondiente a la invenciéon, se usaron los mismos procedimientos descritos
anteriormente con la siguiente excepcion: : después de la formacion de liposomas que encapsulan rHA y después de
la extrusién de la suspensién de liposomas a través de una membrana de policarbonato de 200 nanémetros, se
anadieron 133 microgramos de adyuvante polil:C (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) a cada 450 microlitros de liposomas.
Por cada 500 microlitros de una suspensién de liposoma/antigeno/adyuvante, se afadié un volumen igual de un
vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM) ISA 51, suministrado por Seppic, Francia) para formar una emulsion
agua en aceite emulsién con la suspension de liposomas contenida dentro de la fase acuosa de la emulsion y el
aceite formando una fase hidréfoba continua. Cada dosis de vacuna consisti6 en 30 microlitros de la emulsién
descrita anteriormente que contiene liposomas, el antigeno rHA, adyuvante polil:C y el vehiculo de aceite mineral.
Esta formulacion concreta se denominard liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo.

La eficacia de las dos formulaciones de emulsidén descritas anteriormente se comparé con la eficacia de una vacuna
control que consiste en 1 microgramo de rHA y 60 microgramos de adyuvante de alumbre en 30 microlitros de
solucion salina tamponada con fosfato (pH 7,4). Dos grupos de ratones (9 o 10 ratones por grupo) fueron inyectados
una vez (sin refuerzo) con formulaciones de vacuna de liposomas, por via intramuscular, del siguiente modo: Los
ratones del grupo 1 se vacunaron con la vacuna B que comprende de 1 microgramo de antigeno rHA formulado en
30 microlitros de liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo como se ha descrito anteriormente. Cada dosis de vacuna
contenia efectivamente 4 microgramos de Polil:C. Los ratones del grupo 2 se vacunaron con la vacuna A que
comprende 1 microgramo de rHA formulado en 30 microlitros de liposoma/alumbre/vehiculo hidr6fobo como se ha
descrito anteriormente. Cada dosis de vacuna contenia efectivamente 60 microgramos de alumbre. En el grupo de
ratones control (Grupo 3, n = 10) se inyecté por via intramuscular la vacuna de alumbre de control que consiste en 1
microgramo de rHA y 60 microgramos de alumbre en suspension en solucién salina tamponada con fosfato. Las
muestras de suero se obtuvieron de todos los ratones a los 18 dias y a los 28 dias de la inmunizacion. Los titulos de
anticuerpos en estos sueros se analizaron mediante ELISA como se ha descrito anteriormente.

Los ratones del grupo 3 generaron una respuesta detectable de anticuerpos especifica de antigeno como cabria
esperar después de la administracion de una vacuna control con adyuvante de alumbre. No sorprendente, los
ratones del grupo 3 vacunados con una formulacién de liposoma/alumbre/vehiculo hidréfobo generaron una
respuesta de anticuerpos considerablemente mayor. Si estos resultados eran esperables, el uso de adyuvante polil:C
en lugar de adyuvante de alumbre en una formulacion de liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo (ratones del grupo 1),
dio algun resultado inesperado; los titulos de anticuerpos fueron significativamente mayores que los generados por
la formulacion liposoma/alumbre/vehiculo hidréfobo (Grupo 2).

Los ratones del grupo 3, vacunados con la formulaciéon de control acuosa descrita anteriormente, generaron titulos
de punto final de hasta 1/32.000 y 1/64.000 a los 18 y 28 dias de la vacunacién (valores log10 de 4,51 y 4,81
respectivamente). Los titulos de punto final a los 18 y 28 dias de la vacunacion en el grupo 2 fueron de hasta
1/256.000 (valor de log 10 de 5,41). La presencia de tales respuestas de anticuerpos a los 18 y 28 dias (4 semanas)
de la vacunacion confirma que se generaba una verdadera respuesta inmunitaria como resultado de la vacunacion.
Los ratones del grupo 1 a los que se inyect6 la formulacién correspondiente a la invencién fueron capaces de
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generar una respuesta inmunitaria mejorada con titulos de punto final que alcanzan hasta 1/1.024.000 (valor log 10
de 6,01) a los 18 dias de la vacunacién y 1/8.192.000 (valor log 10 de 6,91) a las cuatro semanas de la
inmunizacion. Estos resultados indican que las formulaciones de liposomas/vehiculo hidréfobo que contiene un
adyuvante polil:C son capaces de generar una respuesta inmunitaria in vivo significativamente mejorada en
comparacion con las vacunaciones control con liposomas/alumbre/vehiculo hidréfobo y acuosas/alumbre.

Ejemplo 2

Ratones CD1 hembras sin patdégenos, de 6-8 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canada) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

Como en el ejemplo 1, la proteina hemaglutinina recombinante de H5N1, correspondiente a la glucoproteina
hemaglutinina en la superficie del virus de la gripe H5N1, se adquirié6 de Protein Sciences (Meridien, CT, EE.UU.).
Esta proteina recombinante, en lo sucesivo denominada rHA, se utiliz6 como antigeno modelo para probar la
eficacia de las formulaciones de vacuna. La rHA se utiliz6 a 1 microgramo por dosis de 30 microlitros.

Para formular la vacuna correspondiente a la invencién, se utilizaron los mismos procedimientos descritos en el
ejemplo uno. En resumen, 33 microgramos de rHA se suspendieron primero en 300 microlitros de solucion salina
tamponada con fosfato (pH 7,4) después se anadié a 132 miligramos de una mezcla de lecitina S100/colesterol
(Lipoid GmbH, Alemania) para formar aproximadamente 450 microlitros de una suspension de liposomas que
encapsula el antigeno rHA. La preparacion de liposomas se extrudié haciendo pasar el material a través de una
mini-extrusora manual (Avanti, Alabaster, AL, EE.UU.) equipada con una membrana de policarbonato de 200
nanémetros. Por cada 450 microlitros de suspension de liposomas que contienen rHA se anadieron 133
microgramos de adyuvante Polil:C (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). Por cada 500 microlitros de una suspension de
liposoma/antigeno/adyuvante, se afiadié un volumen igual de un vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM) ISA 51,
suministrado por Seppic, Francia) para formar una emulsiéon agua en aceite emulsion con la suspension de
liposomas contenida dentro de la fase acuosa de la emulsién y el aceite formando una fase hidréfoba continua. Cada
dosis de vacuna consisti6 en 30 microlitros de la emulsion descrita anteriormente que contiene liposomas, el
antigeno rHA, adyuvante polil:C y el vehiculo de aceite mineral. Esta formulacién concreta se denominara
liposoma/polil:C/vehiculo hidrofobo.

La eficacia de la vacuna liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo descrita anteriormente se compard con la eficacia de
una vacuna control acuosa que contiene adyuvante polil:C. En dos grupos de ratones (9 o 10 ratones por grupo) se
inyectd una vez, por via intramuscular, 30 microlitros por dosis. Los ratones del grupo 1 se vacunaron con la vacuna
B que comprende de 1 microgramo de rHA y 4 microgramos de polil:C formulada en 30 microlitros de
liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo como se ha descrito anteriormente. En los ratones del grupo 2 se inyectaron 30
microlitros de la vacuna control con polil:C que comprende 1 microgramo rHA 'y 4 microgramos Polil:C formulados en
solucion salina tamponada con fosfato (pH 7,4). Se obtuvieron muestras de suero de todos los ratones a los 18 y 28
dias de la inmunizacién. Los titulos de anticuerpos frente a rHA de las muestras de suero se examinaron mediante
ELISA como se describe en el ejemplo 1.

Los ratones del grupo 2 generaron una respuesta detectable de anticuerpos especifica de antigeno después de la
administracion de una vacuna control adyuvada con polil:C. Los ratones del grupo 1, vacunados con la formulacién
liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo produjeron titulos de punto final significativamente mejores en comparacion con
los del Grupo 2. Los ratones del grupo 2 generaron titulos de hasta 1/128.000 (valor log10 de 5,1 1) a los 18 dias de
la vacunacién y de hasta 1/1.024.000 (valor log10 de 6,01) a los 28 dias (4 semanas) de la vacunacién. Como se ha
indicado en el ejemplo 1, la presencia de tales respuestas de anticuerpos confirma una verdadera respuesta
inmunitaria generada como resultado de la vacunacién. Los ratones del grupo 1, vacunados con la vacuna
correspondiente a la invencion, fueron capaces de generar titulos de punto final que alcanzan hasta 1/1.024.000
(valor log 10 de 6,01) a los 18 dias de la vacunacion y 1/8.192.000 (valor log 10 de 6,91) a las cuatro semanas de la
inmunizacion. Estos resultados indican que las formulaciones de liposomas/vehiculo hidr6fobo que contiene un
adyuvante polil:C son capaces de generar una respuesta inmunitaria in vivo significativamente mejorada en
comparacién con una vacunacion control acuosa/polil:C.

Ejemplo 3

Ratones CD1 hembras sin patdégenos, de 6-8 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canada) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

Como en los ejemplos 1 y 2, la proteina hemaglutinina recombinante de H5N1, correspondiente a la glucoproteina
hemaglutinina en la superficie del virus de la gripe H5N1, se adquirié de Protein Sciences (Meridien, CT, EE.UU.).
Esta proteina recombinante, en lo sucesivo denominada rHA, se utiliz6 como antigeno modelo para probar la
eficacia de las formulaciones de vacuna. La rHA se utiliz6 a 1 microgramo por dosis de 50 microlitros.
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Para formular la vacuna correspondiente a la invencion, una mezcla homogénea de 10: 1 p: p de lecitina S100 y
colesterol (lipoide GmbH, Alemania) se hidraté en presencia de una solucién adyuvante rHA y polil:C (Pierce,
Rockford, IL, EE.UU.) en tampdn de fosfato para formar liposomas con rHA y adyuvante encapsulados. En resumen,
20 microgramos de rHA y 200 microgramos de polil:C se suspendieron primero en 250 microlitros de tampén fosfato
50 milimolar (pH 7,4), después se afadi6 a 132 miligramos de la mezcla de lecitina S100/colesterol para formar
aproximadamente 400 microlitros de una suspension de liposomas que encapsula el antigeno rHA y el adyuvante
polil:C. La preparacién de liposomas se diluyé a la mitad usando tampdn fosfato 50 milimolar (pH 7,4) y después
extrudié haciendo pasar el material a través de una mini-extrusora manual (Avanti, Alabaster, AL, EE.UU.) equipada
con una membrana de policarbonato de 200 nanémetros. Liposomas del tamano se liofilizaron utilizando el secador
por congelacion Virtis Advantage (SP Industries, Warminister, PA, EE.UU.). Por cada 800 microlitros de la
suspensién de liposomas original que contiene rHA y Polil:C, se us6é un mililitro de un vehiculo de aceite mineral
equivalente al adyuvante incompleto de Freund (conocido como Montanide (TM) ISA 51, suministrado por Seppic,
Francia) para reconstituir los liposomas liofilizados. Cada dosis de vacuna consistié en 50 microlitros de la emulsion
descrita anteriormente combinando liposomas, el antigeno rHA, adyuvante polil:C y el vehiculo de aceite mineral.
Esta formulacion de vacuna se denominard liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo.

La eficacia de la formulacién de liposomas liofilizados descritas anteriormente se comparé con la eficacia de una
vacuna control que consiste en 1 microgramo de rHA y 100 microgramos de adyuvante de alumbre(Pierce, Rockford,
IL, EE.UU.) en 50 microlitros de tamp6n fosfato 50 milimolar (pH 7,4). En los ratones del grupo 1 (N = 8) se inyecté
una vez la vacuna C (sin refuerzo) que comprende de 1 microgramo de antigeno rHA y 10 microgramos de
adyuvante polil:C formulado en 50 microlitros de liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidr6fobo como se ha descrito
anteriormente. Los ratones del grupo 2 (N = 9) se vacunaron dos veces (dia 0 y dia 21) con la vacuna control de
alumbre que comprende 1 microgramo de rHA y 100 microgramos de adyuvante de alumbre suspendidos en tampén
de fosfato milimolar. Se obtuvieron muestras de suero de todos los ratones a los 3, 4 y 8 semanas tras la
inmunizacion. Los titulos de anticuerpos frente a rHA en estos sueros de se examinaron mediante ELISA como se
describe en el ejemplo 1.

Los ratones del grupo 2 generaron una respuesta detectable de anticuerpos especifica de antigeno después de la
administracion de una vacuna control adyuvada con alumbre. Los ratones del grupo 1, vacunados con una sola
dosis de la formulacion de liposomas liofilizados/Polil:C:/vehiculo hidrofobo, produjeron titulos de punto final
significativamente mejores en comparacién con los del Grupo 2, a pesar de que los animales del Grupo 2 se
vacunaron dos veces (inmunizacién primaria mas refuerzo). Los ratones del grupo generaron titulos de hasta
1/128.000 (valor log 10 de 5,11) a las tres semanas de la vacunacién (antes de refuerzo) y hasta 1/1.024.000 (valor
log 10 igual a 6,01) y 1/512.000 (valor log 10 igual a 5,71) a cuatro y ocho semanas, respectivamente (después del
refuerzo). Como se ha indicado en el ejemplo 1, la presencia de tales respuestas de anticuerpos confirma una
verdadera respuesta inmunitaria generada como resultado de la vacunacién. Los ratones del grupo 1, vacunados
con la vacuna correspondiente a la invencion, fueron capaces de generar titulos de punto final que alcanzan hasta
1/2.048.000 (valor log 10 de 6,31) a los 18 dias de la vacunacion y 1/8.192.000 (valor log 10 de 6,91) a las cuatro
semanas y a las ocho de la inmunizacion. Estos resultados indican que las formulaciones de liposomas
liofilizados/vehiculo hidréfobo que contiene un adyuvante polil:C son capaces de generar una respuesta inmunitaria
in vivo significativamente mejorada en comparacién con una vacunacién control acuosa de alumbre. Las respuestas
inmunitarias generadas en este ejemplo son equivalentes a las respuestas inmunitarias generadas por una vacuna
de lainvencién que se presenta en los ejemplos 1y 2.

Ejemplo 4

Ratones CD1 hembras sin patégenos, de 6-8 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canadd) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

Como en los ejemplos anteriores, la proteina hemaglutinina recombinante de H5N1 (Protein Sciences, Meridien, CT,
EE.UU.) correspondiente a la glucoproteina hemaglutinina presente en la superficie del virus de la gripe H5N1, en lo
sucesivo designado rHA, se utilizd como un antigeno modelo para probar la eficacia de LAS formulaciones de
vacunas. Se usé rHA a 1 microgramo por dosis de 30 microlitros.

Las vacunas descritas en el presente documento se formularon como se describe en el ejemplo 1. En pocas
palabras, 33 microgramos de rHA se suspendieron primero en 300 microlitros de solucion salina tamponada con
fosfato (pH 7,4) después se anadié a 132 miligramos de una mezcla de lecitina S100/colesterol (Lipoid GmbH,
Alemania) para formar aproximadamente 450 microlitros de una suspensién de liposomas que encapsula el antigeno
rHA. La preparacion de liposomas se extrudié haciendo pasar el material a través de una mini-extrusora manual
(Avanti, Alabaster, AL, EE.UU.) equipada con una membrana de policarbonato de 200 nanémetros. Por cada 450
microlitros de suspension de liposomas que contienen rHA se afadieron dos miligramos de adyuvante para
inyecciones de alumbre (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). Por cada 500 microlitros de una suspension de
liposoma/antigeno/adyuvante, se afiadié un volumen igual de un vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM) ISA 51,
suministrado por Seppic, Francia) para formar una emulsiéon agua en aceite emulsion con la suspension de
liposomas contenida dentro de la fase acuosa de la emulsién y el aceite formando una fase hidréfoba continua. Cada
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dosis de vacuna consisti6 en 30 microlitros de la emulsiéon descrita anteriormente que contiene liposomas, el
antigeno rHA, adyuvante de alumbre y el vehiculo de aceite mineral. Esta formulacion de la vacuna se denominara
liposoma/alumbre/vehiculo hidréfobo.

Para formular la vacuna correspondiente a la invenciéon, se usaron los mismos procedimientos descritos
anteriormente con la siguiente excepcion: : después de la formacion de liposomas que encapsulan rHA y después de
la extrusién de la suspensién de liposomas a través de una membrana de policarbonato de 200 nanémetros, se
anadieron 133 microgramos de adyuvante polil:C basado en ARN (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) a cada 450
microlitros de liposomas. Por cada 500 microlitros de una suspensién de liposoma/antigeno/adyuvante, se afiadié un
volumen igual de un vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM) ISA 51, suministrado por Seppic, Francia) para
formar una emulsién agua en aceite emulsion con la suspensién de liposomas contenida dentro de la fase acuosa de
la emulsién y el aceite formando una fase hidréfoba continua. Cada dosis de vacuna consistié en 30 microlitros de la
emulsiéon descrita anteriormente que contiene liposomas, el antigeno rHA, adyuvante polil:C y el vehiculo de aceite
mineral. Esta formulacién concreta se denominara liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo.

La eficacia de las dos formulaciones de emulsién descritas anteriormente se compard tal como se describe en el
ejemplo 1. En dos grupos de ratones (9 o 10 ratones por grupo) se inyectaron una vez (sin refuerzo) formulaciones
de vacuna de liposomas, por via intramuscular, del siguiente modo: Los ratones del grupo 1 se vacunaron con la
vacuna B que comprende de 1 microgramo del antigeno rHA y 4 microgramos de adyuvante polil:C formulada en 30
microlitros de liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo (la invencién). Los ratones del grupo 2 se vacunaron con 1
microgramo de rHA y 60 microgramos de adyuvante de alumbre formulados en 30 microlitros de
liposoma/alumbre/vehiculo hidréfobo. La vacuna del grupo 2 fue una formulacién de control (vacuna A) que contiene
el adyuvante de alumbre genérico. Las muestras de suero se obtuvieron de todos los ratones a los 18 y 28 dias de la
inmunizacion y después, cada cuatro semanas para un total de 16 semanas. Los titulos de anticuerpos en estos
sueros se analizaron mediante ELISA como se ha descrito en el ejemplo 1.

Los titulos de punto final en el Grupo 2 fueron de hasta 1/256.000 a las 8 y 12 semanas y de 1/512.000 a las 16
semanas de la inmunizacién (valores log10 de 5,41 y 5,71 respectivamente). En los ratones del grupo 1 a los que se
inyectd la formulacién correspondiente a la invencion fueron capaces de generar una respuesta inmunitaria mejorada
con titulos de punto final que alcanzaron hasta 1/4.096.000 (valor log10 de 6,61) a las 8, 12 y 16 semanas de la
vacunacion. Estos resultados confirman que las formulaciones de liposoma/vehiculo hidréfobo que contienen un
Adyuvante polil:C son capaces de generar una respuesta inmunitaria in vivo significativamente mayor que es, d
media, 10 veces mayor que lo que se consigue con una vacuna control que carece polil:C (valores de p <a 0,01 en
todos los puntos de tiempo entre las semanas 4 y 16 después de la vacunacion). La notable mejora en la respuesta
inmunitaria generada fue un resultado del uso del adyuvante polil:C especificamente en lugar de alumbre en la
composicién de antigeno/liposoma/adyuvante/vehiculo de aceite mineral. La respuesta inmunitaria mas fuerte
generada con la vacuna de la presente invencion fue sélida, ya que persistié en niveles significativamente superiores
en comparacion con la vacuna que contiene alumbre durante un minimo de 16 semanas.

Ejemplo 5

Ratones CD1 hembras sin patdégenos, de 6-8 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canada) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad /libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

Como en los ejemplos anteriores, la proteina hemaglutinina recombinante de H5N1, correspondiente a la
glucoproteina hemaglutinina en la superficie del virus de la gripe H5N1, se adquirié de Protein Sciences (Meridien,
CT, EE.UU.). Esta proteina recombinante, en lo sucesivo denominada rHA, se utilizé como antigeno modelo para
probar la eficacia de las formulaciones de vacuna. La rHA se utilizé a 1 microgramo por dosis de 30 microlitros.

Para formular la vacuna correspondiente a la invencién, se utilizaron los mismos procedimientos descritos en el
ejemplo 2. En resumen, 33 microgramos de rHA se suspendieron primero en 300 microlitros de solucién salina
tamponada con fosfato (pH 7,4) después se anadié a 132 miligramos de una mezcla de lecitina S100/colesterol
(Lipoid GmbH, Alemania) para formar aproximadamente 450 microlitros de una suspension de liposomas que
encapsula el antigeno rHA. La preparacion de liposomas se extrudid haciendo pasar el material a través de una
membrana de policarbonato de 200 nandémetros. Por cada 450 microlitros de suspension de liposomas que
contienen rHA se afadieron 133 microgramos de adyuvante Polil:C basado en ARN (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.).
Por cada 500 microlitros de una suspensién de liposoma/antigeno/adyuvante, se afadié un volumen igual de un
vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM) ISA 51, suministrado por Seppic, Francia) para formar una emulsion
agua en aceite emulsién con la suspension de liposomas contenida dentro de la fase acuosa de la emulsion y el
aceite formando una fase hidréfoba continua. Cada dosis de vacuna consisti6 en 30 microlitros de la emulsién
descrita anteriormente que contiene liposomas, el antigeno rHA, adyuvante polil:C y el vehiculo de aceite mineral.
Esta formulacion concreta se denominard liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo.

La eficacia de la vacuna liposoma/polil:C/vehiculo hidr6fobo descrita anteriormente se compard con la eficacia de
una vacuna control acuosa que contiene antigeno rHA y un adyuvante polil:C basado en ARN. En dos grupos de
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ratones (9 o 10 ratones por grupo) se inyect6 una vez, por via intramuscular, 30 microlitros por dosis. Los ratones del
grupo 1 se vacunaron con la vacuna B que comprende de 1 microgramo de rHA y 4 microgramos de polil:C
formulada como liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo como se ha descrito anteriormente.

En los ratones del grupo 2 se inyect6 la vacuna control con polil:C que comprende 1 microgramo rHA y 4
microgramos Polil:C formulados en soluciéon salina tamponada con fosfato (pH 7,4). Se obtuvieron muestras de
suero de todos los ratones a los 18 y 28 dias de la inmunizacién y después cada cuatro semanas durante un total de
16 semanas. Los titulos de anticuerpos frente a rHA de las muestras de suero se examinaron mediante ELISA como
se describe en el ejemplo 1.

Los ratones del grupo 2 generaron una respuesta detectable de anticuerpos especifica de antigeno después de la
administracion de una vacuna control adyuvada con polil:C. Los ratones del grupo 1, vacunados con la formulacién
liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo produjeron titulos de punto final significativamente mejores en comparacion con
los del Grupo 2. Los ratones del grupo 2 generaron titulos de hasta 1/512.000 (valor log10 de 5,71 1) a los 8 dias de
la vacunacion y de hasta 1/2.048.000 (valor log10 de 6,31) a los 12 dias (16 semanas) de la vacunaciéon. Como se
ha indicado anteriormente, la presencia de tales respuestas de anticuerpos confirma una verdadera respuesta
inmunitaria generada como resultado de la vacunacién. Los ratones del grupo 1, vacunados con la vacuna
correspondiente a la invencién, fueron capaces de generar titulos de punto final alcanzaron hasta 1/4.096.000 (valor
log10 de 6,61) a las 8, 12 y 16 semanas de la vacunacién. Estos resultados confirman que las formulaciones de
liposoma/vehiculo hidréfobo que contienen un Adyuvante polil:C son capaces de generar una respuesta inmunitaria
in vivo duradera y sustancialmente mayor en comparacion con una solucién control acuosa/polil:C vacunacién (valor
p <0,02 en la semana 4 y la semana 16 después de la vacunacién). Los titulos de anticuerpos que eran 7 veces
mayor que la media a puntos de tiempo tempranos (semana 4 tras la vacunacién) y 9 veces mayor de media a
puntos de tiempo tardios (16 semanas después de la vacunacion) se lograron en la presencia de liposomas y un
vehiculo hidréfobo en la vacuna. Esto sugiere que los componentes de liposoma y vehiculo hidréfobo son
importantes para la generacion de las fuertes respuestas inmunitarias observadas.

Ejemplo 6

Ratones BALB/c hembras sin patdgenos, de 6-8 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canadd) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

Como en los ejemplos 1 a 5, la proteina hemaglutinina recombinante de H5N1, correspondiente a la glucoproteina
hemaglutinina en la superficie del virus de la gripe H5N1, se adquirié de Protein Sciences (Meridien, CT, EE.UU.).
Esta proteina recombinante, en lo sucesivo denominada rHA, se utiliz6 como antigeno modelo para probar la
eficacia de las formulaciones de vacuna. La rHA se utilizé a 1,5 microgramo por dosis de 50 microlitros.

Para formular la vacuna correspondiente a la invencion, una mezcla homogénea de 10: 1 p: p de lecitina S100 y
colesterol (lipoide GmbH, Alemania) se hidrat6 en presencia de una solucién adyuvante rHA y polil:C (Pierce,
Rockford, IL, EE.UU.) en tampén de fosfato para formar liposomas con rHA encapsulado y seguido de la adicion de
polil:C (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). En resumen, 30 microgramos de rHA se suspendieron en 750 microlitros de
tampon fosfato milimolar (pH 7,0) después se anadieron a 132 miligramos de la mezcla de lecitina S100/colesterol
para formar aproximadamente 900 microlitros de una suspensién de liposomas que encapsula el antigeno rHA. La
preparacién de liposomas se extrudié haciendo pasar el material a través de una extrusora semi-automatica
(Avestin, Ottawa, ON, Canadda) equipada con una membrana de policarbonato de 200 nanémetros a una velocidad
de flujo de 100 mililitros por minuto. A los liposomas de tamafno se anadieron 250 microgramos de adyuvante de
polil:C basado en ARN en tampén fosfato 50 milimolar (pH 7,0) para diluir la preparacion a 1 mililitro. Después, los
liposomas se liofilizaron utilizando el secador por congelacién Virtis Advantage (SP Industries, Warminister, PA,
EE.UU.). Por cada 1 mililitro de suspension de liposomas original que contiene rHA y polil:C, se utilizaron 800
microlitros de un vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM) de la ISA 51, Seppic, Francia) para reconstituir los
liposomas liofilizados. Cada dosis de vacuna consistié en 50 microlitros de la emulsién descrita anteriormente que
contiene liposomas, el antigeno rHA, adyuvante polil:C y el vehiculo de aceite mineral. Esta formulacién de vacuna
se denominard liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo.

La eficacia de la formulacion de liposomas liofilizados descrita anteriormente se comparé con la eficacia de una
vacuna control que consiste en 1,5 microgramos de rHA y 100 microgramos de adyuvante de alumbre(Pierce,
Rockford, IL, EE.UU.) en 50 microlitros de tampdn fosfato 50 milimolar (pH 7,0). En los ratones del grupo 1 (N = 10)
se inyecto6 una vez por via intramuscular (sin refuerzo) la vacuna D que comprende de 1,5 microgramos de antigeno
rHA y 12,5 microgramos de adyuvante polil:C basado en ARN formulado en 50 microlitros de liposomas
liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo como se ha descrito anteriormente. Los ratones del grupo 2 (N = 10, las
semanas 3 y 4 se redujeron a N = 9 las semanas 6 y 9 debido a una eliminacion no relacionada con la vacuna no
programada de un animal) se vacunaron dos veces (dia 0 y dia 28) con una vacuna control de alumbre que
comprende 1,5 microgramos de rHA y 100 microgramos de adyuvante de alumbre en suspensién en tampén fosfato
50 milimolar. Se obtuvieron muestras de suero de todos los ratones a los 3, 4 y 9 semanas tras la inmunizacion. Los
titulos de anticuerpos frente a rHA en estos sueros de se examinaron mediante ELISA como se describe en el
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ejemplo 1.

Los ratones del grupo 2 generaron una respuesta de anticuerpos especifica de antigeno Unicamente después de la
administracion de 2 dosis (inmunizacién primaria y refuerzo) de una vacuna control con adyuvante de alumbre. Los
ratones del grupo 1, vacunados con una sola dosis de la formulacion de liposomas liofilizados/Polil:C:/vehiculo
hidréfobo, produjeron titulos de punto final significativamente mejores en comparaciéon con los del Grupo 2 a los
puntos de tiempo analizados, a pesar de que los animales del Grupo 2 se vacunaron dos veces. Los ratones del
grupo 2 registraron los titulos de fondo 3 semanas después de la vacunacion primaria y de un individuo gener6 un
titulo maximo de 1/8.000 (log10 igual a 3,39) a las 4 semanas. Después del refuerzo, los ratones del grupo 2
generaron titulos de hasta 1/64.000 (valor log 10 de 4,81) a las 6 y 9 semanas de la inmunizacion. Los ratones del
grupo 1, vacunados con la vacuna correspondiente a la invencion, fueron capaces de generar titulos de punto final
que alcanzan hasta 1/128.000 (valor log 10 de 5,11) a las 3 y 4 semanas de la vacunacion y 1/512.000 (valor log 10
de 5,71) a las 6 y 9 semanas de la inmunizacion. Estos resultados confirman, utilizando una especie diferente de
raton que la usada en el ejemplo 3, que una sola dosis de las formulaciones de liposomas liofilizados/vehiculo
hidréfobo que contiene un adyuvante polil:C es capaz de generar una respuesta inmunitaria humoral
significativamente mejor en comparacién con una vacunacion control acuosa/alumbre reforzada. Los niveles de
anticuerpos fueron 24 veces mas altas que una sola dosis de la vacuna control en la semana 4 después de la
vacunacion (valor P <0,001) y 9 veces mayor que dos dosis de la vacuna control en el punto de tiempo tardio de 9
semanas después de la vacunacion (P valor <0,01). Ademas, los resultados de los ejemplos 3 y 6 indican que el
adyuvante polil:C se puede incorporar en la formulacién de liposomas liofilizados vehiculo hidr6fobo antes o después
de la extrusion de los liposomas.

Ejemplo 7

Ratones BALB/c hembras sin patdgenos, de 6-8 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canada) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

Como en los ejemplos 1 a 6, la proteina hemaglutinina recombinante de H5N1, correspondiente a la glucoproteina
hemaglutinina en la superficie del virus de la gripe H5N1, se adquirié de Protein Sciences (Meridien, CT, EE.UU.).
Esta proteina recombinante, en lo sucesivo denominada rHA, se utiliz6 como antigeno modelo para probar la
eficacia de las formulaciones de vacuna. La rHA se utiliz6 a 1,5 microgramo por dosis de 50 microlitros.

En este ejemplo, liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidr6fobo se administrd por via intramuscular una vez (sin
refuerzo) o por via subcutanea una vez (sin refuerzo) para evaluar la generacion de una respuesta de linfocitos
citotéxicos especificos de antigeno.

Para formular la vacuna correspondiente a la invencion, se utilizaron los mismos procedimientos descritos en el
ejemplo 6. En resumen, los liposomas se formularon hidratando una mezcla homogénea de 10: 1 p: p de lecitina
S100 y colesterol (lipoide GmbH, Alemania) en presencia de rHA en tampdn fosfato, seguido de la adicién de polil:C
basado en ARN (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). La suspension de liposomas se liofilizd y se resuspendié en un
vehiculo de aceite mineral (Montanide ISA 51 (TM), SEPPIC, Francia). Cada dosis de vacuna (Vacuna D) consistié
en 50 microlitros de la emulsién descrita anteriormente que contiene liposomas (6,6 mg de S100/lipidos de
colesterol), el antigeno rHA (1,5 microgramos), adyuvante polil:C (12,5 microgramos) y el vehiculo de aceite mineral.
Esta formulacién de vacuna se denominara liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo. Los ratones del Grupo 1
(n = 4) recibieron esta formulacién por via intramuscular como en el ejemplo 6. Los ratones del Grupo 2 (n = 4)
recibieron esta vacuna por via subcutanea.

Los ratones del Grupo 3 (n = 4) se vacunaron con la vacuna de alumbre de control que consiste en 1,5 microgramos
de rHA y 100 microgramos de adyuvante de alumbre inyectable (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) en 50 microlitros de
tampon de fosfato 50 milimolar (pH 7,0) . Los ratones fueron inyectados por via intramuscular una vez (sin refuerzo).
Los ratones del grupo 4 ratones (n = 2) no estaban sensibilizados y no recibieron ninguna inmunizacion.

Veintidos dias después de la vacunacion, se sacrifico a los animales por asfixia inducida con diéxido de carbono. Se
obtuvieron los bazos y las suspensiones de células individuales se prepararon usando procedimientos estandar. Los
glébulos rojos se lisaron usando tampon de lisis ACK (NH4Cl 0,15 M, KHCOs 0,1 mM, Na;EDTA 10 mM en HxO
destilada). Para aumentar las células T especificas de antigeno, los esplenocitos se cultivaron a 1 x 10° células por
mililitro en medio completo RPMI 1640 (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) que contiene 1% de
penicilina/estreptomicina/glutamina, 0,1% de 2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich , St. Louis, MO, EE.UU.) y 10% de
suero bovino fetal (Hyclone, Logan, UT, EE.UU.) suplementado con 20 unidades por mililitro de IL-2 humana
recombinante (Sigma-Aldrich) y 10 microgramos por mililitro de rHA durante 4 dias a 37 ° C, diéxido de carbono al
5%. El analisis de citometria de flujo de tres colores se realizé en esplenocitos para detectar células T CD8 +
especificas de antigeno. Las células se bloquearon con un tratamiento de 10 minutos a temperatura ambiente del
bloque FC (eBioscience, San Diego, CA, EE.UU.). Las células se tifileron después con pentamero (I9L)/H2-
Kd/IYSTVASSL (I19L) marcado con ficoeritrina obtenido de Prolmmune (Bradenton, FL, EE.UU.) durante 20 minutos a
4 °C. |9L es el epitopo inmunodominante H2-Kd de rHA (518-528) y el reactivo pentamero detecta la presentacion al
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MHC | de este epitopo por el ratdn. A continuacion, las células se tifieron con anti-CD19-isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (eBioscience) y anti-CD8p- Aloficocianina (APC) (eBioscience) durante 30 minutos a 4 ° C protegido de la luz,
se lavaron y se fijaron en tampén fosfato 50 milimolar (pH 7,0) con 0,1% de paraformaldehido. 5 x 10° células se
adquirieron en un citémetro de flujo (FACSCalibur(TM) (BD Bioscience, Missisauga, ON, Canadd) y se analizaron
usando el software WinList 6,0 (Verity Inc, Topsham, ME, EE.UU.). Los resultados se acotaron en base a la
dispersion frontal y lateral y las células T CD8 especificas de antigeno se definieron como positivas para el
pentamero, positivas para CD8p y negativas para CD19. Se realizd un andlisis estadistico utilizando la prueba t de
Student de dos colas.

Los ratones vacunados con la formulacion control a base de alumbre generaron una pequefia poblacién de células T
CD8 especificas de antigeno (0,045%). Los ratones vacunados con la formulacién de liposomas
liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo de la presente invencion administrada por via intramuscular o subcutanea,
generaron una poblacion significativamente mayor de células CD8 T especificas de antigeno (0,23% y 0,17%,
respectivamente; p = < 0,025 para ambos en comparacion con el control alumbre). Estos resultados demuestran que
el rHA formulado en la invencién se puede administrar por via intramuscular o por via subcutanea y generar una
poblacién significativamente mayor de células T CD8 + especificas de antigeno representativas de una respuesta
inmunitaria celular en comparacién con una formulacion de vacuna convencional usando alumbre.

Ejemplo 8

Ratones CD1 hembras sin patégenos, de 6-8 semanas de edad y conejos hembra New Zealand White de 2-3
kilogramos de peso se obtuvieron de Charles River Laboratories (St Constant, QC, Canadd) y se alojaron de
acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con circulacion del aire controlada filtrado.

Como en los ejemplos 1 a 7, la proteina hemaglutinina recombinante de H5N1, correspondiente a la glucoproteina
hemaglutinina en la superficie del virus de la gripe H5N1, se adquirié de Protein Sciences (Meridien, CT, EE.UU.).
Esta proteina recombinante, en lo sucesivo denominada rHA, se utiliz6 como antigeno modelo para probar la
eficacia de las formulaciones de vacuna. La rHA se utiliz6 a 0,5 microgramo por dosis de 50 microlitros en ratones y
2 microgramos por dosis de 200 microlitros en los conejos.

La eficacia de la vacuna se evalué mediante ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién (IHA) llevadas a cabo por
Benchmark Biolabs (Lincoln, NE, EE.UU.). En resumen, las muestras de suero se pretrataron con una enzima de
destruccién del receptor y se preabsorbieron en glébulos rojos de pollo para evitar cualquier reacciéon no especifica
de inhibicién de la hemaglutinacion. Después, las diluciones en serie de los sueros se incubaron después con 0,7%
de globulos rojos equinos, 0,5% de seroalbumina bovina y 8 unidades del virus de la gripe
A/Vietnam/1203/2004[H5N1]. Los titulos calculados representan la dilucion mas alta a la que la muestra de suero
puede inhibir completamente la hemaglutinacion de los glébulos rojos de la sangre.

Para formular la primera vacuna correspondiente a la invencién, una mezcla homogénea de 10: 1 p: p de lecitina
S100 y colesterol (lipoide GmbH, Alemania) se hidraté en presencia de una soluciéon adyuvante rHA y polil:C (Pierce,
Rockford, IL, EE.UU.) en tampén de fosfato para formar liposomas con rHA encapsulado y seguido de la adicion de
polil:C basado en ARN (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). En resumen, 10 microgramos de rHA se suspendieron
primero en 650 microlitros de tampén fosfato milimolar (pH 7,0) después se anadieron a 132 miligramos de la mezcla
de lecitina S100/colesterol para formar aproximadamente 800 microlitros de una suspension de liposomas que
encapsula el antigeno rHA. La preparacion de liposomas se extrudié después haciendo pasar el material a través de
una mini-extrusora manual (Avanti, Alabaster, AL, EE.UU.) equipada con una membrana de policarbonato de 200
nanémetros. Se afadieron 240 microgramos de Adyuvante polil:C en tampon fosfato 50 milimolar (pH 7,0) a los
liposomas de tamafio. Después, los liposomas se liofilizaron utilizando el secador por congelacién Virtis Advantage
(SP Industries, Warminister, PA, EE.UU.). El material liofilizado se reconstituyé con un vehiculo de aceite mineral
(Montanide (TM) ISA 51, suministrado por Seppic, Francia) hasta el volumen original de 1 mililitro liposomas
solubilizados. Cada dosis de vacuna administrada a los ratones consistié en 50 microlitros de la emulsion descrita
anteriormente combinando liposomas, el antigeno rHA, adyuvante polil:C y el vehiculo de aceite mineral. Estas
formulaciones de vacuna se denominara liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo.

Para formular la segunda vacuna también correspondiente a la invencién, se usaron los mismos procedimientos
descritos anteriormente con la siguiente excepcion: después de la formacion de liposomas que encapsulan el
antigeno rHA, la preparacién de liposomas se extrudié haciendo pasar el material a través de una mini-extrusora
manual equipada con dos membranas de policarbonato de 400 nanémetros- A los liposomas de tamafo se
afnadieron 250 microgramos de adyuvante de polil:C basado en ARN en tampén fosfato 50 milimolar (pH 7,0) para
diluir la preparacion a 1 mililitro. Los liposomas se liofilizaron a continuacion, utilizando el secador por congelacion
Virtis Advantage y el material liofilizado se reconstituyé al 1 mililitro original usando un vehiculo de aceite mineral
(Montanide (TM) ISA 51, Seppic, Francia). Cada dosis de vacuna administrada a los conejos consisti6 en 200
microlitros de la emulsion descrita anteriormente que contiene liposomas, el antigeno rHA, adyuvante polil:C y el
vehiculo de aceite mineral. Esta formulacion de vacuna también se denominara liposomas
liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo.

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 524 699 T3

La eficacia de las formulaciones de liposomas liofilizados descritos anteriormente se ensay6 usando dos modelos
animales diferentes. Los animales se vacunaron con formulaciones comparables; el volumen de inyeccién se ajusté
seguln sea apropiado para el tamafio de los animales. A un grupo de ratones (N = 5) se inyecté por via intramuscular
la vacuna F que comprende 0,5 microgramos del antigeno rHA y 12 microgramos de adyuvante polil:C formulado en
50 microlitros de liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo como se ha descrito anteriormente. A un grupo de
conejos (N = 5) se inyectd por via subcutanea la vacuna E que comprende 2 microgramos del antigeno rHA y 50
microgramos de adyuvante polil:C formulado en 200 microlitros de liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo
como se ha descrito anteriormente. Se extrajo sangre a todos los animales antes de la inyeccion y después de
nuevo en 4 o 5 semanas después de la inmunizacién. Los titulos de IHA en estos sueros fueron examinados
mediante el ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion H5N1 descrito anteriormente.

Alos 4 0 5 semanas de la vacunacion con las formulaciones de liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo tanto
los ratones como los conejos generaron titulos de IHA que indican proteccién contra la gripe HSN1. A titulo de i.e. en
suero de 40 (log 10 igual a 1,60) estad normalmente aceptado que significa que un individuo tiene un nivel protector
de anticuerpos dirigidos a una cepa especifica de la gripe. A las 5 semanas de la vacunacion, los ratones generaron
titulos que van desde 128 (log 10 de 2,11) a 512 (log 10 de la 2,71). A las 4 semanas después de la inmunizacion,
los conejos generaron titulos de IHA que van desde 64 (log 10 igual a 1,81) hasta 1024 (log 10 de la 3,01). En
general se acepta que una sola vacunacion de rHA utilizada a las dosis descritas anteriormente es incapaz de inducir
altos titulos de IHA que los obtenidos en todos sujeto vacunados. Los titulos de esta magnitud, generados en dos
modelos animales diferentes, muestran que las formulaciones de liposomas liofilizados/PoLil:C/vehiculo hidréfobo es
particularmente eficaz en la generacién de niveles de anticuerpos fuertes en el intervalo de proteccion (IHA> 20 o el
valor de> 1,3 log) en todos los sujetos vacunados en tan solo 4 semanas después de la vacunacion.

Ejemplo 9

Ratones CD1 hembras sin patégenos, de 6-8 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canada) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

El fragmento de la proteina B-amiloide (1-43) se adquirié en Anaspec (San Jose, CA, EE.UU.) y se us6 como un
antigeno modelo para probar la eficacia de las formulaciones de vacuna. Este péptido, denominado en lo sucesivo B-
amiloide, tiene un peso molecular de aproximadamente 4.600 daltons y esta asociado a la formacién de placas en
los cerebros de los pacientes de Alzheimer. Se utilizé B-amiloide a 10 microgramos por dosis de 100 microlitros.

El péptido de 21 aminoacidos FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE, en lo sucesivo, F21 E, se adquiri6 en NeoMPS (San
Diego, CA, EE.UU.). Este péptido toxoide del tétanos (aminoacidos 947-967) se identifica como un epitopo de
células T colaboradoras. F21 E se usé como un modelo de epitopo T colaborador para probar la eficacia de las
formulaciones de vacuna; se us6 a 20 microgramos por dosis de 100 microlitros.

Como en los ejemplos 1 a 6, la eficacia de la vacuna se evaludé mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA). Los mismos procedimientos descritos en el ejemplo 1 se utilizaron con los cambios para permitir la
deteccion de anticuerpos especificos f-amiloide. En pocas palabras, una placa de microtitulacién de 96 pocillos se
reviste con antigeno (B-amiloide, 1 microgramo/mililitro) durante la noche a 4 grados centigrados, se bloquea con 3%
de gelatina durante 30 minutos, a continuacion se incuba durante la noche a 4 grados centigrados con diluciones en
serie de los sueros, comenzando tipicamente a una dilucion de 1/1000. Después se afiaden un reactivo secundario
(proteina G conjugada con fosfatasa alcalina, EMD chemicals, Gibbstown, NJ, EE.UUa cada pocillo a una dilucién
1/500 durante una hora a 37 grados centigrados. Tras una incubacion de 60 minutos con una solucién que contiene
1 miligramo/mililitro de 4-nitrofenilfosfato sal disédica hexahidrato (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Suiza), la
absorbancia a 405 nanémetros de cada pocillo se midié usando un lector de placas de microtitulacién (ASYS Hitech
GmbH, Austria ). Los titulos de punto final se calculan como se describe en Frey A. et al (Journal of Immunological
Methods, 1998, 221:35-41). Los titulos calculados representan la dilucion mas alta a la que se observd un aumento
estadisticamente significativo de la absorbancia en muestras de suero de ratones inmunizados frente a muestras de
suero de ratones control no inmunizados no sensibilizados. Los titulos se presentan como valores log10 de la
dilucién de punto final.

Para formular la vacuna descrita en el presente documento, una mezcla de 10: 1 peso: peso homogénea de S100
lecitina y colesterol (Lipoid GmbH, Alemania) se hidraté en presencia de una solucién de B-amiloide y F21 E en
solucién salina tamponada con fosfato (pH 7,4) para formar liposomas con antigeno y células T colaboradoras
encapsulados. En resumen, 100 microgramos de B-amiloide y 200 microgramos de F21 se suspendieron primero en
300 microlitros de solucidn salina tamponada con fosfato (pH 7,4) después se anadié a 132 miligramos de la mezcla
de lecitina S100/colesterol para formar aproximadamente 450 microlitros de una suspension de liposomas que
encapsula el antigeno B-amiloide Y F21E colaborador T. La preparacién de liposomas se extrudié haciendo pasar el
material a través de una mini-extrusora manual (Avanti, Alabaster, AL, EE.UU.) equipada con una membrana de
policarbonato de 400 nanémetros. Por cada 450 microlitros de suspensién de liposomas que contienen B-amlloide y
F21 E, se anadieron dos miligramos de adyuvante para inyecciones de alumbre (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). Por
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cada 500 microlitros de una suspension de liposoma/antigeno/colaborador T/adyuvante, se afiadié un volumen igual
de un vehiculo de aceite mineral (conocida como Montanide (TM) ISA 51, suministrado por Seppic, Francia) para
formar una emulsién agua en aceite emulsion con la suspensioén de liposomas contenida dentro de la fase acuosa de
la emulsion y el aceite formando una fase hidréfoba continua. Cada dosis de vacuna consistié en 100 microlitros de
la emulsién descrita anteriormente que contiene liposomas, antigeno B-amiloide, T colaborador F21 E, adyuvante de
alumbre y el vehiculo de aceite mineral. Esta formulacién de la vacuna se denominard liposoma/alumbre/vehiculo
hidréfobo.

Para formular la vacuna correspondiente a la invenciéon, se usaron los mismos procedimientos descritos
anteriormente con la siguiente excepcion: : después de la formacion de liposomas que encapsulan B-amiloide y F21
E, después de la extrusién de la suspension de liposomas a través de una membrana de policarbonato de 400
nanoémetros, se afiadieron 100 microgramos de adyuvante polil:C basado en ARN (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) a
cada 450 microlitros de liposomas. Por cada 500 microlitros de una suspension de liposoma/antigeno/T
colaborador/adyuvante, se afiadi6 un volumen igual de un vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM) ISA 51,
suministrado por Seppic, Francia) para formar una emulsién agua en aceite emulsién con la suspension de
liposomas contenida dentro de la fase acuosa de la emulsién y el aceite formando una fase hidréfoba continua. Cada
dosis de vacuna consistié en 100 microlitros de la emulsién descrita anteriormente que contiene liposomas, antigeno
B-amiloide, T colaborador F21 E, adyuvante de polil:C y el vehiculo de aceite mineral. Esta formulacién concreta se
denominard liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo.

La eficacia de las dos formulaciones de emulsion descritas anteriormente se compar6. En dos grupos de ratones (9
ratones por grupo) se inyecto por via intraperitoneal las formulaciones de vacuna de liposomas, del siguiente modo:
Los ratones del grupo 2 se vacunaron con la vacuna G que comprende de 10 microgramos de B-amiloide y 20
microgramos de F21E formulada en 100 microlitros de liposoma/alumbre/vehiculo hidré6fobo como se ha descrito
anteriormente. Cada dosis de vacuna contenia efectivamente 200 microgramos de alumbre. Los ratones del grupo 1
se vacunaron con la vacuna H que comprende de 10 microgramos de antigeno B-amiloide y 20 microgramos de
F21E formulada en 100 microlitros de liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo como se ha descrito anteriormente. Cada
dosis de vacuna contenia eficazmente 10 microgramos de polil:C. Las muestras de suero se recogieron de todos los
ratones a las 4, 8 y 12 semanas de la inmunizacion. Los titulos de anticuerpos en estos sueros se analizaron
mediante ELISA como se ha descrito anteriormente.

Los ratones del grupo 2, vacunados con una dosis Unica de una formulacion de liposoma/alumbre/vehiculo
hidr6fobo, generaron una respuesta de anticuerpos especifica de antigeno detectable como se esperaba. Los titulos
de punto final a las 4 y 8 semanas de la vacunacién fueron de hasta 1/32.000 (valor log10 de 4,51) ya las 12
semanas fueron hasta 1/64.000 (log 10 de 4,81). La presencia de tales respuestas de anticuerpos confirma que se
habia generado una verdadera respuesta inmunitaria como resultado de la vacunacion. Los ratones del grupo 1 a los
que se inyect6 una vez la formulacion correspondiente a la invencion fueron capaces de generar una respuesta
inmunitaria mejorada con titulos de punto final que alcanzaron hasta 1/256.000 (valor log10 de 5,41) alas 4,8y 12
semanas de la vacunacion. Los titulos generados con la invencién fueron 7 veces mayores de media en cada punto
de tiempo con respecto a los titulos generados por la formulacion de control que contiene el adyuvante genérico
alumbre. El aumento de los titulos logrado con la invencién fue estadisticamente significativo (valor de p <0,01 en las
semanas 8 y 12 de la vacunacion). Estos resultados confirman mediante el uso de un modelo de antigeno diferente
que las formulaciones de liposomas liofilizados/vehiculo hidréfobo que contiene un adyuvante polil:C son capaces de
generar una respuesta inmunitaria in vivo significativamente mejorada en comparacion con una vacunacion de
liposoma/alumbre/hidréfobo.

Ejemplo 10

Ratones CD1 hembras sin patégenos, de 6-8 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canada) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

La proteina recombinante hemaglutinina H5N1 se adquiri6 en Protein Sciences (Meridien, CT, EE.UU.). Esta
proteina recombinante tiene un peso molecular aproximado de 72.000 daltons y corresponde a la glucoproteina
hemaglutinina, una proteina antigénica presente en la superficie del virus de la gripe H5N1. Esta proteina
recombinante, en lo sucesivo denominada rHA, se utiliz6 como antigeno modelo para probar la eficacia de las
formulaciones de vacuna. La rHA se utilizé a 0,5 microgramo por dosis de 50 microlitros.

Se evaluaron las respuestas inmunitarias tanto humoral (TH1) como celular (TH2) mediante ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA), un método que permite la deteccién de los niveles de anticuerpos
especificos de antigeno en el suero de los animales inmunizados. En pocas palabras, una placa de microtitulacion
de 96 pocillos se reviste con antigeno (rHA, 1 microgramo/mililitro) durante la noche a 4 grados centigrados, se
bloquea con 3% de gelatina durante 30 minutos, a continuacion se incuba durante la noche a 4 grados centigrados
con diluciones en serie de los sueros, comenzando tipicamente a una dilucién de 1/2000. Después se afiaden un
anticuerpo secundario, anti-IlgG a cada pocillo a una dilucion 1/2000 durante una hora a 37 grados centigrados. Para
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la deteccion de anticuerpos IgG2a, indicativo de una respuesta celular TH 1, se usé anticuerpo de cabra anti-raton
IlgG2a (SouthernBiotech, Birmingham, AL, EE.UU.). Para la deteccién de una respuesta humoral TH2 IgGl de cabra
anti-ratéon (SouthernBiotech, Birmingham, AL, EE.UU.) se utiliz6 el reactivo secundario. Tras una incubacion de 60
minutos con una solucién que contiene 1 miligramo/mililitro de 4-nitrofenilfosfato sal disédica hexahidrato (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Suiza), la absorbancia a 405 nanémetros de cada pocillo se midié usando un lector de placas
de microtitulacion (ASYS Hitech GmbH, Austria ). Los titulos de punto final se calculan como se describe en Frey A.
et al (Journal of Immunological Methods, 1998, 221:35-41). Los titulos calculados representan la dilucion mas alta a
la que se observo un aumento estadisticamente significativo de la absorbancia en muestras de suero de ratones
inmunizados frente a muestras de suero de ratones control no inmunizados no sensibilizados. Los titulos se
presentan como valores log10 de la dilucion de punto final.

Para formular vacunas correspondientes a la invencion, una mezcla homogénea de 10: 1 peso: peso de lecitina
S100 y colesterol (lipoide GmbH, Alemania) se hidraté en presencia de una solucion de rHA en tampén fosfato para
formar liposomas con rHA encapsulado y seguido de la adicion de polil:C basado en ARN (Pierce, Rockford, IL,
EE.UU.) como se describe en el ejemplo 8. En resumen, 10 microgramos de rHA se suspendieron primero en 650
microlitros de tampon fosfato 50 milimolar (pH 7,0) después se afnadié a 132 miligramos de la mezcla de lecitina
S100/colesterol para formar aproximadamente 800 microlitros de una suspensién de liposomas con el antigeno rHA
encapsulado. La preparacion de liposomas se extrudié después haciendo pasar el material a través de una mini-
extrusora manual (Avanti, Alabaster, AL, EE.UU.) equipada con una membrana de policarbonato de 200
nanoémetros. A los liposomas de tamaro se afadié adyuvante POIil:C en tampén fosfato 50 milimolar (pH 7,0) para
diluir la preparacion a 1 mililitro. Para la formulacion de “dosis altas” de polil:C se afnadieron 240 microgramos de
polil:C en tampodn fosfato y para la formulacion de “dosis bajas” de polil:C se afiadieron 50 microgramos de polil:C.
Después, los liposomas se liofilizaron utilizando el secador por congelacion Virtis Advantage (SP Industries,
Warminister, PA, EE.UU.). El material liofilizado se reconstituyé con un vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM)
ISA 51, suministrado por Seppic, Francia) hasta el volumen original de -1 mililitro liposomas solubilizados. Cada
dosis de vacuna consisti6 en 50 microlitros de la emulsion descrita anteriormente combinando liposomas, el
antigeno rHA, adyuvante polil:C y el vehiculo de aceite mineral. Estas formulaciones de vacunas se conocen como
liposomas liofilizados/Polil:C (alto)/vehiculo hidréfobo y liposomas liofilizados/Polil:C (bajo)/vehiculo hidréfobo.

Las respuestas TH1 y TH2 generadas como resultado de la vacunaciéon con las formulaciones de liposomas
liofilizados que contienen Adyuvante polil:C se compararon. Dos grupos de ratones (N = 5 por grupo) se inyectd por
via intramuscular 50 microlitros de la vacuna E que comprenden 0,5 microgramos de rHA y 12 microgramos de
Polil:C formulados como liposomas liofilizados/polil:C (alto)/vehiculo hidréfobo (Grupo 1) o la vacuna | que
comprende 0,5 microgramos de rHA y 2,5 microgramos de polil:C formulados como liposomas liofilizados/polil:C
(bajo)/vehiculo hidréfobo (Grupo 2). Las muestras de suero se recogieron a las 5 semanas de la inmunizacion y los
titulos de anticuerpos IgG2a se analizaron como se ha descrito anteriormente.

Los ratones del Grupo 1 generaron titulos de IgGl titulos de hasta 2.048.000 (valor log 10 de 6,31) a las 5 semanas
de la inmunizacion que es comparable a los resultados de la respuesta humoral de la formulacién de liposomas
liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo usada en los titulos del ejemplo 3. Los titulos de IgG2a, indicativos de una
respuesta celular, fueron de hasta 4.096.000 (log 10 igual a 6,61) a las 5 semanas de la vacunacion. Los ratones del
Grupo 2, vacunados con una dosis menor de Polil:C, generaron a la 5 semanas de la vacunacion titulos de IgGl de
hasta 4.096.000 (log 10 de 6,61) y titulos de IgG2A también hasta 4.096.000. Los resultados muestran que
Adyuvante polil:C formulado en diferentes concentraciones en una formulacion de liposomas liofilizados/vehiculo
hidréfobo es capaz de generar respuestas inmunitarias tanto humorales (TH2) como celulares (TH1). Estos
resultados sugieren que las formulaciones descritas anteriormente son capaces de generar respuestas inmunitarias
celulares y humorales en sujetos vacunados.

Ejemplo 11

Ratones C57BL6 hembras sin patdgenos, de 4-6 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canada) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

El antigeno usado en las formulaciones de vacunas fue una proteina de fusidbn que consiste en el epitopo
inmunodominante H2-Db de HPV16 E7 (49-57; RAHYNIVTF) fusionado con el epitopo universal de colaboradores T
PADRE. Este antigeno, en lo sucesivo denominado FP, fue sintetizado por Anaspec Inc. (San Jose, CA). El
adyuvante era una molécula de ARN poli-inosina citosina basada en ARN proporcionada por Sigma-Genosys (St.
Louis, MO).

La eficacia de la invencién que comprende liposomas, una molécula poli IC basada en ARN y un vehiculo hidréfobo
se analiz6 in vivo usando un modelo de exposicion al tumor C3. Células C3 contienen el genoma virus del papiloma
humano 16 (HPV16) genoma y como resultado, presente en su superficie el epitopo HPV16 E7 (aminoacidos 49-57;
RAHYNIVTF), que puede ser objetivo de la vacunacion. Células C3 crecen en tumores soélidos medibles cuando se
inyecta por via subcutédnea. En tres grupos de ratones (n = 8 por grupo) se implantaron por via subcutédnea en el
flanco la linea de células C3 tumorales que expresan el HPV16 (5x10° células/ratén) el dia 0. El dia 8, los ratones de
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los grupos 1 y 2 se vacunaron por via subcutanea en el flanco opuesto con 100 microlitros de vacuna. Los ratones
del Grupo 3 recibieron PBS solo y sirvi6 como el control del crecimiento del tumor. El volumen del tumor se midié
una vez a la semana utilizando calibradores para registrar el diametro menor y el diametro mas largo durante 5
semanas después de la implantacién. El volumen del tumor se calcul6é usando la siguiente formula: Medicion mas
larga x (medicién mas corta)® dividido por 2.

La vacuna de control (emulsién convencional) usada para inmunizar al Grupo 1 se formulé mediante la mezcla de
300 microgramos de antigeno FP y 3 miligramos de adyuvante polil:C en 1 mililitro de PBS. Por cada 500 microlitros
de suspension antigeno/adyuvante se afiadié un volumen igual de un vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM)
ISA 51, suministrado por Seppic, Francia) para formar una emulsién de agua en aceite. Cada dosis de vacuna
consisti6 en 100 microlitros de la emulsion descrita que contiene el antigeno FP (15 microgramos) y adyuvante
polil:C (150 microgramos y el vehiculo de aceite mineral. Esta formulacién de vacuna se denominaré polil:C/vehiculo
hidréfobo.

Para formular la vacuna (vacuna K) correspondiente a la invencion para el grupo 2 se utilizaron los mismos
procedimientos descritos en el ejemplo 1. Brevemente, 150 microgramos de antigeno FP se mezclaron con una
mezcla de lecitina de DOPC/colesterol (10: 1, p: p; Lipoid GmbH, , Alemania) disuelto en terc-butanol y se liofilizo.
Los liposomas se formularon afadiendo 1 mililitro del tampén fosfato 50 milimolar (pH 7,0) que contiene 1,5
miligramos de polil:C. La preparacién de liposomas se extrudié haciendo pasar el material a través de una mini-
extrusora manual (Avanti, Alabaster, AL, EE.UU.) equipada con una membrana de policarbonato de 200
nanometros. El tamafo de los liposomas se confirmé en 200 nandémetros utilizando un Malvern Particle Size
Analyzer  (Worchestershire, Reino Unido). Por cada 500 microlitros de wuna suspension de
liposoma/antigeno/adyuvante, se afiadié un volumen igual de un vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM) ISA 51,
suministrado por Seppic, Francia) para formar una emulsiéon agua en aceite emulsion con la suspension de
liposomas contenida dentro de la fase acuosa de la emulsién y el aceite formando una fase hidréfoba continua. Cada
dosis de vacuna consistié en 100 microlitros de la emulsién descrita que contiene liposomas (13,2 miligramos de
DOPC/colesterol), antigeno FP (15 microgramos) y adyuvante polil:C (150 microgramos y el vehiculo de aceite
mineral. Esta formulacién de vacuna se denominara liposoma/polil:C/vehiculo hidréfobo.

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 11. Los ratones del grupo 1 tenian una proteccién
parcial frente al crecimiento tumoral y comenzaron a desarrollar tumores medibles a la cuarta semana de la
implantacion. Los ratones del Grupo 2, vacunados con la invencion, desarrollaron tumores significativamente mas
pequerios que los que se podian detectar a la semana 5 (p <0,1). Los ratones en el grupo control desarrollaron
tumores con una cinética esperada, a partir de las 3 semanas después de la implantacién.

Estos resultados indican que los antigenos especificos del tumor formulados en la formulacién de
liposoma/Polil:C/vehiculo hidréfobo fue mas eficaz para el tratamiento terapéutico de un tumor establecido en
ratones que cuando se formula con Polil:C vehiculo/vehiculo hidréfobo El efecto terapéutico éptimo solo pudo
alcanzarse cuando los liposomas estaban presentes en la formulacién, lo que indica claramente que los liposomas
son un componente crucial de la invencion.

Ejemplo 12

Ratones C57BL6 hembras sin patdgenos, de 4-6 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canadd) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

Como en el ejemplo 11, el antigeno usado en las formulaciones de vacunas fue una proteina de fusion que consiste
en el epitopo inmunodominante H2-Db de HPV16 E7 (49-57; RAHYNIVTF) fusionado con el epitopo universal de
colaboradores T PADRE. Este antigeno, en lo sucesivo denominado FP, fue sintetizado por Anaspec Inc. (San Jose,
CA). El adyuvante era un poli molécula de ADN-inosina citosina basada en ADN que consiste en 13 repeticiones (IC)
y sintetizada por Operon MWG (Huntsville, AL, EE.UU).

La eficacia de la invencion que comprende liposomas, una molécula poli I:C basada en ADN y un vehiculo hidréfobo
se analizé in vivo usando un modelo de exposiciéon descrito anteriormente. En cuatro grupos de ratones (n = 5 por
grupo; se implantaron por via subcutanea en el flanco la linea de células C3 tumorales que expresan el HPV16
(5x10° células/raton) el dia 0. El dia 8, los ratones de los grupos 1 y 3 se vacunaron por via subcuténea en el flanco
opuesto con vacuna. Los ratones del Grupo 4 recibieron PBS solo y sirvi6 como el control del crecimiento del tumor.
El volumen del tumor se midié una vez a la semana utilizando calibradores para registrar el diametro menor y el
didametro mas largo durante 5 semanas después de la implantacion. El volumen del tumor se calculé usando la
siguiente formula: Medicion mas larga x (medicion mas corta)? dividido por 2.

Los ratones en el grupo 1 se vacunaron con la vacuna de L que comprende un liposoma/antigeno/poli IC vehiculo
hidréfobo. La vacuna se formulé como en el ejemplo 11. Cada volumen de dosis fue de 100 microlitros y contenia
liposomas, FP (10 microgramos), poli IC (20 microgramos) y se emulsion6 con el vehiculo de aceite mineral. Los
ratones en el grupo 2 se vacunaron con la vacuna de M que comprende liposomas liofilizados/antigeno/poli IC
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vehiculo hidréfobo. Brevemente, una mezcla homogénea de 10: 1 (p: p) de lecitina DOPC y colesterol (Lipoid GmbH,
Alemania) se hidraté en presencia de 200 microgramos de FP y 400 microgramos de poli IC en 0,5% de PEG/agua
para formar 1 mililitro de liposomas con antigeno y adyuvante encapsulados. La preparacién de liposomas se
extrudio haciendo pasar el material 20 veces a través de una mini-extrusora manual (Avanti, Alabaster, AL, EE.UU.)
equipada con dos membranas de policarbonato de 400 nanémetros. El tamafio de los liposomas se confirmé en 200
nanoémetros utilizando un Malvern Particle Size Analyzer (Worchestershire, Reino Unido). Los liposomas que
contenian antigeno y adyuvante se liofilizaron utilizando el secador por congelacién Virtis Advantage (SP Industries,
Warminister, PA, EE.UU.). El material liofilizado se reconstituyé en aceite hasta el volumen original de los liposomas
solubilizados con un vehiculo de aceite mineral (Montanide (TM) ISA 51, Seppic, Francia). Cada volumen de la dosis
fue de 50 microlitros y liposomas contenidos (6,6 mg de DOPC/colesterol), FP (10 microgramos), Polil:C (20
microgramos) y el vehiculo de aceite mineral. Los ratones en el Grupo 3 se vacunaron con una liposomas
liofilizados/antigeno/vehiculo hidréfobo formulada como para el Grupo 2, salvo sin el poli IC adyuvante (control
adyuvante).

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 12. Los ratones del grupo 1 y el grupo 2 no
desarrollaron tumores mensurables en toda la duracién del estudio. Los ratones del grupo 3, que se vacunaron con
la formulacion de liposomas liofilizados con FP pero sin adyuvante, comenzaron a desarrollar tumores la semana 3
después de la implantacién. Los ratones del grupo control con PBS desarrollaron tumores con una cinética
esperada, a partir de las 3 semanas después de la implantacion.

Estos resultados indican que las formulaciones de vacuna de la presente invencién requieren un adyuvante poli IC
para ser eficaces en un modelo de exposicién al tumor. En este ejemplo, un adyuvante polil:C basado en ADN
formulado en una formulacién de liposomas/vehiculo hidréfobo o en una formulacién de liposomas
liofilizados/vehiculo hidr6fobo gener6 una respuesta inmunitaria eficaz con efecto terapéutico tan pequefio como una
inmunizacion.

Ejemplo 13

Ratones BALB/c hembras sin patdgenos, de 6-8 semanas de edad se obtuvieron de Charles River Laboratories (St
Constant, QC, Canadd) y se alojaron de acuerdo con las directrices institucionales con agua y comida ad libitum, con
circulacion del aire controlada con filtro.

Como en los ejemplos anteriores, la proteina hemaglutinina recombinante de H5N1, correspondiente a la
glucoproteina hemaglutinina en la superficie del virus de la gripe H5N1, se adquirié de Protein Sciences (Meridien,
CT, EE.UU.). Esta proteina recombinante, en lo sucesivo denominada rHA, se utiliz6 como antigeno modelo para
probar la eficacia de las formulaciones de vacuna. La rHA se utilizé a 1,5 microgramo por dosis de 50 microlitros.

La eficacia de la vacuna se evalué por tincién de inmunofluorescencia de las células CD8 de memoria, similar al
método descrito en el ejemplo 7. Los esplenocitos singénicos de ratones BALB/c se activaron durante 48 horas a 37
grados centigrados con 10 microgramos/mililitro de lipopolisacarido y los blastos resultantes se trataron con 50
microgramos/mililitro de mitomicina C durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de lavados repetidos,
los blastos activados se utilizaron como células presentadoras de antigeno estimulador para la expansion de las
células de memoria CD8 especificas de la gripe de los ratones vacunados. Las células de bazo de ratones no
sensibilizados o inmunizados se cultivaron con blastos en una proporcion de 5: 1 y los cultivos se estimularon con
rHA a 0,1 microgramos/mililitro durante 6 dias a 37 grados centigrado, di6xido de carbono al 5 por ciento. Las
células recogidas se usaron para la tincion de inmunofluorescencia con isotiocianato de anti-CD8-fluoresceina
(FITC) (eBioscience, San Diego, CA, EE.UU.) anticuerpos y el reactivo pentdmero Pro5 de gripe conjugado con
ficoeritrina (PE) (H2-Kd, IYSTVASSL, Prolmmune, Oxford , Reino Unido). También se us6 anti-CD19-aloficocianina
(APC) (eBioscience) para excluir cualquier union no especifica de pentamero a las células B. Las células tenidas se
recogieron en un citometro de flujo (FACSCalibur(TM) (BD Bioscience, Missisauga, ON, Canada) y el analisis de
datos se realiz6 usando el software WinList 6,0 (Verity Inc, Topsham, ME, EE.UU.). Los resultados se acotaron en
base a la dispersion frontal y lateral y las células T CD8 especificas de antigeno se definieron como positivas para el
pentamero, positivas para CD8p y negativas para CD19. Se realizd un andlisis estadistico utilizando la prueba t de
Student.

Para formular la vacuna correspondiente a la invencién, se utilizaron los mismos procedimientos descritos en los
ejemplo 6 y 7. En resumen, una mezcla homogénea de 10: 1 p: p de lecitina S100 y colesterol (lipoide GmbH,
Alemania) se hidrat6 en presencia de una solucién adyuvante rHA y polil:C (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) en tampdn
de fosfato (pH 7,0) para formar liposomas con rHA encapsulado y seguido de la adicién de polil:C basado en ARN
(Pierce, Rockford, IL, EE.UU.). La suspension de liposomas se extrudié a través de una extrusora semi-automatica
(Avestin, Ottawa, ON, Canadd) y los liposomas de tamafnio liofilizados (Virtis Advantage freeze dryer, SP Industries,
Warminister, PA, EE.UU.) y se reconstituyeron en un vehiculo de aceite mineral (Montanide ISA 51 (TM), Seppic,
Francia). Cada dosis de vacuna consisti6 en 50 microlitros de la emulsion descrita anteriormente que contiene
liposomas, el antigeno rHA, adyuvante polil:C y el vehiculo de aceite mineral. Esta formulacion de vacuna se
denominard liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidrofobo.
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La eficacia de la formulacion de liposomas liofilizados descrita anteriormente se compard con la eficacia de una
vacuna control que consiste en 1,5 microgramos de rHA y 100 microgramos de adyuvante de alumbre(Pierce,
Rockford, IL, EE.UU.) en 50 microlitros de tampo6n fosfato 50 milimolar (pH 7,0). En los ratones del grupo 1 (N = 5)
se inyectd una vez por via intramuscular (sin refuerzo) con 1,5 microgramos de antigeno rHA y 12,5 microgramos de
adyuvante polil:C formulado en 50 microlitros de liposomas liofilizados/polil:C/vehiculo hidr6fobo como se ha descrito
anteriormente. Esta vacuna se corresponde con la misma vacuna usada en los ejemplos 6 y 7 (vacuna D, la
invencion). Los ratones del grupo 2 (N = 5) se vacunaron dos veces (dia 0 y dia 28) con una vacuna control que
consiste en 1,5 microgramo de rHA y 100 microgramos de adyuvante de alumbre suspendidos en tampdn de fosfato
50 milimolar. Veintiin semanas después de la vacunacion, se sacrificé a los animales por asfixia inducida por diéxido
de carbono, se recogieron los bazos y se prepararon suspensiones de células individuales usando procedimientos
estandar. La presencia de células T de memoria CD8 especifica de la gripe se evalu6é después mediante la tincion de
inmunofluorescencia del pentamero de la gripe descrita anteriormente.

Los ratones vacunados con la formulacion control a base de alumbre generaron una pequefia poblacion de células T
de memoria CD8 especificas de antigeno, tamafio medio de la poblacion de 0,02 por ciento y se consideré el fondo
(desviacion estandar 0,02 por ciento). Los ratones vacunados con la formulacion de liposomas
liofilizados/polil:C/vehiculo hidréfobo correspondiente a la invencion generaron una poblacion significativamente
mayor (P <0,02) de las células T de memoria CD8 especificas de antigeno, tamafio medio de la poblacién de 0,51
por ciento (desviacién estandar 0,10 por ciento). Estos resultados son significativos, ya que demuestran que las
formulaciones de dosis Unica de liposomas liofilizados/vehiculo hidréfobo que contienen Adyuvante polil:C generan
una gran poblacién de células T CD8 de memoria, de larga duracion y especifica de antigeno CD8, mientras que una
vacuna de control acuosa/alumbre no pudo generar ninguna respuesta celular significativa y duradera, incluso
después de dos inmunizaciones.
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REIVINDICACIONES
1. Una formulacién de vacuna inyectable, que comprende:

(a) un antigeno frente al que se va a inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto en necesidad de la misma, en el
que el antigeno se selecciona entre el grupo que consiste en un antigeno derivado de una bacteria, un virus, un
hongo, un parasito o una célula tumoral; un antigeno de enfermedades infecciosas; un antigeno derivado de un
alérgeno animal, un alérgeno alimentario, un alérgeno de insectos, un alérgeno bacteriano, un alérgeno de
farmacos, una hormona o una enzima; y un polipéptido derivado de hormona liberadora de gonadotropina, survivina
0 péptido beta-amiloide;

(b) liposomas;
(c) un polinucleétido polil:C; y
(d) un vehiculo que consiste esencialmente en aceite o que es una emulsién de agua en aceite.

2. La formulaciéon de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el polinucleétido polil:C
comprende ARN y/o ADN.

3. La formulacién de vacuna inyectable de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que el
polinucleétido polil:C es un homopolimero o un heteropolimero.

4. La formulacién de vacuna inyectable de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que el
polinucleétido polil:C comprende un polinucleétido polil:C homopolimérico y un .polinucleétido polil:C
heteropolimérico.

5. La formulacién de vacuna inyectable de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que el
antigeno esta encapsulado en los liposomas, o el polinucleotido polil:C esta encapsulado en los liposomas, o tanto el
antigeno como el polinucleodtido polil:C estan encapsulados en los liposomas.

6. Un método para preparar una formulacién de vacuna inyectable, comprendiendo dicho método, combinar, en
cualquier orden:

(a) un antigeno frente al que se va a inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto en necesidad de la misma, en el
que el antigeno se selecciona entre el grupo que consiste en un antigeno derivado de una bacteria, un virus, un
hongo, un parasito o una célula tumoral; un antigeno de enfermedades infecciosas; un antigeno derivado de un
alérgeno animal, un alérgeno alimentario, un alérgeno de insectos, un alérgeno bacteriano, un alérgeno de
farmacos, una hormona o una enzima; y un polipéptido derivado de hormona liberadora de gonadotropina, survivina
0 péptido beta-amiloide;

(b) liposomas;

(c) un polinucleétido polil:C; y

(d) un vehiculo que consiste esencialmente en aceite o que es una emulsién de agua en aceite.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que dicho antigeno esta encapsulado en dichos liposomas.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7, en el que dicho polinucleétido polil:C estd encapsulado en
dichos liposomas.

9. El método de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7, en el que dicho polinucleétido polil:C se afiade en el exterior de
dichos liposomas.

10. Una formulacién de la vacuna inyectable de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso
como un medicamento.

11. La formulacion de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicaciéon 10, para su uso en la induccién de una
respuesta de anticuerpos a dicho antigeno en un sujeto en necesidad de la misma.

12. La formulacion de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso en la induccién de una
respuesta mediada por células a dicho antigeno en un sujeto necesidad de la misma.

13. La formulacién de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso en el tratamiento y/o
prevencién de una enfermedad causada por una bacteria, un virus, un hongo, o un parasito, en la que el antigeno en
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la formulacion de vacuna deriva de las bacterias, los virus, los hongos, o el parasito.

14. La formulacién de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de una enfermedad causada por un alérgeno animal, un alérgeno alimentario, un alérgeno de insectos o
un alérgeno de farmacos, en la que el antigeno en la formulacién de vacuna deriva del alérgeno.

15. La formulacién de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de una enfermedad causada por una célula tumoral que expresa el antigeno en la formulacion de
vacuna.

16. La formulacién de vacuna inyectable segun la reivindicacién 13, en la que el tratamiento y/o prevencion
comprende la induccién de un anticuerpo y/o una respuesta inmunitaria mediada por células al antigeno en un
sujeto, en la que el sujeto tiene o esta en riesgo de desarrollar una infeccion viral.

17. La formulacién de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicacién 16, en la que la infeccion viral es una
infeccion por virus de la gripe.

18. La formulacién de vacuna inyectable segun la reivindicaciéon 15, en la que el tratamiento y/o prevencion
comprende la induccién de un anticuerpo y/o una respuesta inmunitaria mediada por células al antigeno en un
sujeto, en la que el sujeto tiene o esta en riesgo de desarrollar cancer.

19. La formulacién de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso en el tratamiento y/o
prevencion de una enfermedad neurodegenerativa, en la que la enfermedad neurodegenerativa esta asociada con la
expresion del antigeno en la formulacion de vacuna.

20. La formulaciéon de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicacion 19, en la que la enfermedad
neurodegenerativa es la enfermedad de Alzheimer.

21. La formulacién de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicacion 1 o el método para la fabricacion de una
formulacion de vacuna inyectable de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en los que el antigeno es un antigeno
especifico de tumor.

22. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende la formacion de los liposomas en presencia del
antigeno, o en presencia del polinucleétido polil:C, o en presencia de tanto el antigeno como el polinucleétido polil:C
y después la combinacién de los liposomas con el vehiculo para producir la formulacién de vacuna inyectable.

23. El método de acuerdo con la reivindicacién 6 que comprende (i) formar los liposomas, (ii) combinar los liposomas
con el antigeno, o con el polinucleétido polil:C, o con tanto con el antigeno como con el polinucleétido polil:C para
formar una mezcla de liposomas y (iii) combinar la mezcla de liposomas con el vehiculo para producir la formulacion
de vacuna inyectable.
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