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DESCRIPCION
Complejos inmunogénicos y métodos relacionados con los mismos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a un complejo inmunogénico que comprende un vehiculo organico
cargado y un antigeno cargado y, mas particularmente, un vehiculo organico cargado negativamente y un antigeno
cargado positivamente. Los complejos de la presente invencion son Utiles, entre otras cosas, como agentes
terapéuticos y/o profilacticos para facilitar la induccion de una respuesta de linfocitos T citotéxicos a un antigeno.

Antecedentes de la invencion

Los detalles bibliograficos de las publicaciones a las que el autor hace referencia en la presente memoria descriptiva
se recogen al final de la descripcion.

Existe una creencia creciente de que la liberacién conjunta de antigeno y adyuvante a la misma célula presentadora
de antigeno (CPA) es preferible y, en ocasiones, esencial para la induccion de respuestas inmunolégicas
adecuadas. Por ejemplo, la capacidad de los adyuvantes basados en saponina para inducir respuestas CTL CDg" se
atribuye a su capacidad para producir escape endosémico de antigeno, un mecanismo que requiere liberacion
conjunta. La formacion de particulas que comprenden un complejo estable de adyuvante y antigeno es la forma mas
sencilla para conseguir la liberaciéon conjunta. La utilidad de la tecnologia ISCOM™ deriva en parte de la actividad
inmunomoduladora de las saponinas y en parte de su capacidad para formar complejos con inmundgenos
hidrofébicos y anfipaticos. No obstante, muchas moléculas carecen de regiones hidréfobas y, de hecho, tales
moléculas se prefieren como proteinas recombinantes, debido a su expresion y purificacion mas faciles.

De acuerdo con lo anterior, existe la necesidad de desarrollar complejos inmunogénicos que faciliten la liberacion
conjunta de antigenos y vehiculos que, de otro modo, no suelen forman complejos suficientemente estables. Por
ejemplo, los complejos que comprenden antigenos que carecen de regiones hidréfobas junto con adyuvante.

En el trabajo que condujo a la presente invencion, los inventores han desarrollado un complejo inmunégeno basado
en la asociacion electrostatica de un antigeno y un vehiculo organico, tal como un adyuvante. Esta asociacion
electrostatica permite la liberacion conjunta del antigeno y el vehiculo organico al sistema inmunoldgico. De acuerdo
con lo anterior, mediante el establecimiento de una asociacion electrostatica, los antigenos de interés (con
independencia de su hidrofobicidad) pueden liberarse de forma conjunta con un vehiculo organico, con el propdsito
de, por ejemplo, inducir una citotéxico respuesta de linfocitos T al antigeno.

Sumario de la invenciéon

A lo largo de la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones siguientes, a menos que el contexto requiera lo
contrario, se entiende que la palabra "comprenden" y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”
implica la inclusién de un numero entero o etapa o grupo de numeros enteros o etapas indicados, pero no la
exclusion de ningun otro nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas.

La especificacion sujeto contiene informacion sobre secuencias de aminoacidos preparadas usando el programa
Patentin Version 2,0, presentadas en el presente documento después de la bibliografia. Cada secuencia de
aminoacidos se identifica en el listado de secuencias por el indicador numérico <210> seguido del identificador de
secuencias (por ejemplo, <210> 1, <210>2, etc.). La longitud, el tipo de secuencia (proteina (PRT), etc.) y el
organismo fuente para cada secuencia de aminoacidos se indican en la informacién proporcionada en los campos
del indicador numérico <211>, <212> y <213>, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos a las que se hace
referencia en la memoria descriptiva estan definidas por la informaciéon proporcionara en el campo de indicador
numérico <400> seguido del identificador de secuencias (por ejemplo, <400>1, <400>2, etc).

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un método de fabricar un complejo inmunogénico asociado
electrostaticamente que comprende un complejo organico cargado negativamente y un antigeno cargado
positivamente, que consiste esencialmente en mezclar:

(A) un complejo organico cargado negativamente preformado que comprende una saponina y
(B) un antigeno cargado positivamente aislado,

formando de este modo un complejo inmunogénico donde dicho complejo organico y el antigeno estan asociados
por interaccion electrostatica.

Todavia otro aspecto de la presente invencion proporciona un método de fabricar un complejo inmunogénico
asociado electrostaticamente que comprende un complejo organico cargado negativamente y una proteina cargada
positivamente.
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Otro aspecto mas de la presente invencion proporciona un método de construccién de un complejo inmunogénico
asociado electrostaticamente que comprende un complejo organico cargado negativamente y una proteina cargada
positivamente, donde dicho complejo organico cargado negativamente se modifica para aumentar el grado de su
carga negativa.

Otro aspecto mas de la presente invencion proporciona un método de construccion de un complejo inmunogénico
asociado electrostaticamente que comprende un complejo organico cargado negativamente y una proteina cargada
positivamente, donde dicha proteina cargada positivamente para aumentar el grado de su carga positiva.

Todavia otro aspecto mas de la presente invenciéon proporciona un método de construccion de un complejo
inmunogénico asociado electrostaticamente que comprende un complejo organico cargado negativamente y una
proteina cargada positivamente, donde dicho complejo organico cargado negativamente se modifica para aumentar
el grado de su carga negativa y dicha proteina cargada positivamente se modifica para aumentar el grado de su
carga positiva.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a una composicion de vacuna que comprende como
componente activo un vehiculo cargado negativamente que comprende saponina y un antigeno cargado
positivamente, donde el vehiculo y el antigeno estan asociados electrostaticamente, junto con uno o mas vehiculos
y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

Otro aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un método de formar un complejo inmunogénico que
comprende un complejo organico cargado negativamente y un antigeno cargado positivamente, comprendiendo el
método la seleccion de un complejo organico, la modificacion del complejo organico para aumentar su carga
negativa y haciendo reaccionar el antigeno con un complejo organico, que comprende ademas una saponina.

Las abreviaturas de una y de tres letras usadas a lo largo de la memoria descriptiva se definen en la Tabla 1.

TABLA 1
Abreviaturas de aminoacidos de una y tres letras
Aminoacido Abreviatura de tres letras Simbolo de una
letra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina GIn Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser F
Treonina Thr T
Triptéfano Trp D
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%
Cualquier resto Xaa X

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es una representacion grafica del anadlisis de gradiente de sacarosa de ISCOMATRIX™ formulado
con DPPC (Figura 1A), CDL (Figura 1B), DPL (Figura 1C), MPL (Figura 1D), DPA (Figura 1E) y DPPG (Figura
1F). En cada caso se puede ver que los lipidos y “H se solapan, lo que indica la incorporacion de cada lipido en
la estructura de ISCOMATRIX™.

La Figura 2 es una representacion grafica del analisis de gradiente de sacarosa de cuatro de las formulaciones
ISCOMATRIX™ del Ejemplo 1 después de la mezcla con HpE. Se puede observar que la mayoria de HpE es con
CDL y DPL ISCOMATRIX™, pero solo parte esta asociado con DPPC y DPPG ISCOMATRIX™.

La Figura 3 es una representacion grafica del analisis de gradiente de sacarosa de dos de las formulaciones
ISCOMATRIX™ del Ejemplo 1 después de la mezcla con ESO. Se puede observar que la mayoria de ESO esta
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asociado con DPL ISCOMATRIX™, pero solo parte esta asociado con DPPC ISCOMATRIX™,

La Figura 4 es una representacion grafica de las respuestas de anticuerpos a las formulaciones de ESO. Se
puede observar que ISCOMATRIX™ asociado con ESO incluye respuestas de anticuerpos mas altas que ESO
solo, especialmente en la IgG2a subtipo Th1.

La Figura 5 es una representacion grafica del analisis de CTL de ratones inmunizados con ESO (figuras 5A, 5C)
e ISCOMATRIX™ asociado con ESO (Figuras 5B, 5D) utilizando los péptidos SLLMWITQCFL (<400> 1) (Figura
5A, 5B) y SLLMWITQC (<400> 2) (Figura 5C, 5D) péptidos para estimulacion y los objetivos. Se puede observar
que ISCOMATRIX™ asociado con ESO induce una respuesta CTL pero ESO por si solo no lo hace.

La Figura 6 es una representacion grafica del analisis de gradiente de sacarosa de seis de las formulaciones
ISCOMATRIX™ del Ejemplo 1 después de la mezcla con EGE7. Se puede ver que la mayoria de EGE7 esta
asociado con CDL, DPL y DPA ISCOMATRIX™  menos asociado con el MPL y DPPG ISCOMATRIX™ y menos
aun, de nuevo, con el DPPC ISCOMATRIX™,

Figura 7 es una representacion grafica del analisis de CTL en ratones inmunizados con E6E7 DPL
ISCOMATRIX™ (Figura 7A) y EGE7 DPPC ISCOMATRIX™ (Figura 7B). Se puede observar que E6E7 DPL
ISCOMATRIX™ induce respuestas de CTL pero EGE7 DPPC ISCOMATRIX™ no.

La Figura 8 es una representacion grafica del analisis de gradiente de sacarosa de dos de las formulaciones
ISCOMATRIX™ del Ejemplo 1 después de la mezcla con HpC. Se puede observar que mas HPC esta asociado
con DPL ISCOMATRIX™ que con DPPC ISCOMATRIX™ donde hay muy poca asociacion.

La Figura 9 es una representacion grafica del analisis de gradiente de sacarosa de dos formulaciones DPPC
ISCOMATRIX™ después de mezclar con E6E7 a pH 6 (Figura 6A) y a pH 7,2 (Figura 6B). Se puede ver que mas
E6GE7 se asocia con DPPC ISCOMATRIX™ a pH 6 que a pH 7,2.

La Figura 10 es una representacion grafica del analisis de gradiente de sacarosa de formulaciones
ISCOMATRIX™ después de mezclar con HpC modificado del Ejemplo 11. Se puede ver que la adicion de 6K a
HpC aumenta la asociacion con DPPC ISCOMATRIX™ a un nivel comparable al de la formulacion 6H y CHL
ISCOMATRIX™,

La Figura 11 es una representacion grafica del analisis de gradiente de sacarosa de cuatro formulaciones de
politopo ISCOM™ e ISCOMATRIX ™ del Ejemplo 13. Se puede ver que existe alguna asociacion del politopo 6K
con ISCOMATRIX™, pero no existe asociacion si no hay 6K presente. La asociacion del politopo 6K con
ISCOMATRIX™ fue comparable a la incorporacién hidrofébica del politopo PAL en ISCOM™ pero menos que la
asociacion entre politopo 6H y CHL ISCOMATRIX™.

La Figura 12 es una representacion grafica del analisis de CTL de cuatro formulaciones sintéticas de politopo
ISCOMATRIX™ del Ejemplo 13. Se puede ver que politopo 6K ISCOMATRIX™ indujo respuestas de CTL frente
a los 4 epitopos en el politopo (Figura 12C), pero la formulacion del politopo ISCOMATRIX™ sin un marcador
solo indujo una respuesta CTL baja a uno de los epitopos (Figura 12D). Las respuestas de CTL para el politopo
6K ISCOMATRIX™ fueron comparables a las inducidas con el politopo PAL ISCOM™ (Figura 12A) y el politopo
6H CHL ISCOMATRIX™ (Figura 12B).

La Figura 13 es una representacion grafica del analisis de gradiente de sacarosa de diez formulaciones
ISCOMATRIX™ recombinantes a del Ejemplo 16. Se puede ver que la combinacion de la adicion de un marcador
6K con CDL o DPL ISCOMATRIX™ da una asociacion mayor sobre 6K con DPPC ISCOMATRIX™ vy, a
continuacion, la combinacion a pH bajo aumentan la capacidad de asociacion todavia mas. La asociacion
alcanzada con la combinacion de 6K, CDL ISCOMATRIX™ y pH bajo dio una asociacion casi completa del
politopo con ISCOMATRIX™ vy la asociacion fue mayor de la que podria lograrse con politopo 6H CHL
ISCOMATRIX™,

La Figura 14 es una representacion grafica del analisis de CTL del politopo 6K CDL ISCOMATRIX™ pH 4,3
(Figura 14A) y las formulaciones del politopo 6H CHL ISCOMATRIX™ (Figura 14B). Se puede ver que las
respuestas de CTL se indujeron en los 4 epitopos en el politopo, para ambas formulaciones, pero las respuestas
fueron muy bajas para el epitopo TYQ.

La Figura 15 es una representacion grafica de los liposomas mezclados con E6E7 del Ejemplo 18. Se puede ver
que la mayor parte del EGE7 estaba asociada con los liposomas DPL pero muy poco EGE7 estaba asociado con
los liposomas DPPC.
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Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La presente invencion se basa, en parte, en el desarrollo de una formulacién de complejo inmunogénico que utiliza
interacciones electrostaticas para asociar un antigeno y un vehiculo, facilitando de ese modo, entre otras cosas, la
liberacion conjunta de estas moléculas al sistema inmunoldgico. Los complejos inmundgenos son particularmente
adecuados para su uso en la facilitacion de la estimulacién de las respuestas de linfocitos T citotdxicos a
inmunogenos que no comprenden regiones hidréfobas.

La referencia a un "complejo" debe entenderse como la descripcion de una entidad de dos o mas componentes
quimicos diferentes que interaccionan.

La referencia a un vehiculo o antigeno organico "cargado" debe entenderse como una referencia a un vehiculo
organico o antigeno que exhibe una carga eléctrica positiva global o una carga eléctrica negativa global. Por "global"
se entiende la suma de las cargas positivas y negativas individuales que comprende una molécula dada. Cuando la
suma de las cargas positivas y negativas individuales da lugar a una neutralidad eléctrica global, la molécula no se
considera "cargada" en el contexto de la presente invencion. Preferentemente, el antigeno comprende una carga
positiva global y el vehiculo organico comprende una carga negativa global.

La referencia a "asociado electrostaticamente" es una referencia a que el complejo organico y el antigeno estan
ligados, unidos o asociados de otro modo por medios que incluyen interaccion electrostatica. De acuerdo con lo
anterior, se debe entender que en algunos casos la interaccion electrostatica sera la Unica fuerza de atraccion que
da lugar a la formacion del complejo del antigeno y el vehiculo organico. Sin embargo, en otros casos, la formacion
de la interaccion electrostatica también puede conducir a, o estar asociada con, la formaciéon de otras fuerzas
interactivas.

La referencia a "antigeno" se debe entender como una referencia a cualquier molécula contra la que se pretende
inducir una respuesta inmune y, en particular, una respuesta de linfocitos T citotoxicos. El antigeno puede ser una
molécula proteinacea o no proteinacea, de modo que la molécula puede o no ser inmunogénica si se administra de
forma aislada. El antigeno puede ser de origen natural o puede producirse de forma recombinante o sintéticamente.
Después de su aislamiento o sintesis, el antigeno puede requerir modificaciéon adicional (por ejemplo, modificacion
estructural o de secuencia para mejorar su antigenicidad) antes de su uso en la presente invencion. Los antigenos
adecuados para su uso en la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, proteinas del nucleo o
nucleoproteinas aisladas de virus, proteinas virales que no son del nucleo, tales como particulas similares a virus
(VLP), antigenos de las células malignas y no malignas, antigenos bacterianos, antigenos de parasitos y politopos
sintéticos y recombinantes.

Preferentemente, el antigeno es una proteina. El término "proteina" debe entenderse que abarca la referencia a
proteinas, polipéptidos y péptidos y derivados y equivalentes de los mismos. La proteina puede ser glicosilada o no
glicosilada, fosforilada o desfosforilada en varios grados y/o puede contener una serie de otras moléculas
fusionadas, ligadas, unidas o, de otra forma, asociadas a la proteina, tales como aminoacidos, lipidos, carbohidratos
u otros péptidos, polipéptidos o proteinas. En lo sucesivo en el presente documento, la referencia a una "proteina"
incluye una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos asi como una proteina asociada con otras
moléculas tales como aminoacidos, lipidos, carbohidratos u otros péptidos, polipéptidos o proteinas.

Como se ha definido anteriormente en el presente documento, el antigeno también puede ser un politopo. El politopo
objeto puede producirse por medios sintéticos o recombinantes (por ejemplo, consultese la publicacién de patente
internacional n.° WO 96/03144).

A este respecto, el antigeno puede estar, en su forma inicial o natural, cargado positivamente, cargado
negativamente o con carga neutra. No obstante, cuando un antigeno esta cargado positivamente, puede tener una
carga positiva débil y, por lo tanto, puede requerir modificaciones para aumentar su grado de carga positiva de tal
manera que la formacion de complejos con el vehiculo organico con carga negativa se facilita mejor. Por ejemplo,
donde un antigeno esta cargado positivamente débilmente, aumentar el grado de su carga positiva se puede lograr
por cualquiera de una serie de métodos conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin limitaciones,
la adicion quimica de carga positiva adicional al antigeno o la adicién recombinante de carga positiva tal como
mediante la adicion de polilisina al antigeno. Esto es de particular uso cuando el antigeno es una proteina. Otros
métodos que se pueden utilizar para aumentar el grado de carga positiva de un antigeno incluyen, pero no se limitan
a, modificacion del pH, modificaciones quimicas o neutralizacién de las cargas negativas de un antigeno con
moléculas cargadas positivamente, tal como arginina. De un modo similar, cuando un antigeno es neutro o esta
cargado negativamente, su carga global se puede convertir en una carga positiva global mediante la utilizacion de
dicha metodologia. La conversién de un antigeno cargado negativamente para expresar una carga positiva global
puede ser particularmente importante cuando el antigeno es una proteina, ya que la mayoria de las proteinas
pueden estar cargadas negativamente de forma natural.

Una vez que la carga del antigeno de interés es suficientemente positiva, se hace necesario asegurar que la
precipitacion del antigeno cargado positivamente no se produce antes de la formacién del complejo con el vehiculo
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organico. En este sentido, se puede usar cualquier método adecuado para evitar la precipitacion del antigeno. Por
ejemplo, la solubilidad del antigeno se puede mantener mediante la interrupcion de las fuerzas que causan la
agregacion de antigeno. La alteracion de estas fuerzas se puede lograr, por ejemplo, mediante la incorporacion en la
solucion del antigeno de agentes caotropicos tales como urea y guanidina, disolventes tales como DMSO
(dimetilsulfoxido) y acetonitrilo, productos intermedios tales como zwitteriones, detergentes tales como Triton X-100
y CHAPS (3-[(3-colamidopropil) dimetilamonio]-2-hidroxi-1-propanosulfonato), agentes reductores tales como DTT
(ditiotreitol) y cisteina y agentes quelantes tales como EDTA (acido etilendiaminotetraacético). La solubilidad también
se puede mantener mediante la alteracion del pH de la solucion antigénica o por modificacion quimica del antigeno
para introducir moléculas polares o ionicas, tal como mediante alquilacion o acetilacion. Una eliminacion gradual o
por etapas de estos agentes solubilizantes cuando el antigeno se ha puesto en contacto con el "vehiculo organico" o
una desnaturalizacion suave del antigeno puede conducir a una precipitacion controlada del antigeno con mayor
asociacion concomitante con el vehiculo organico.

La referencia a "vehiculo organico" debe entenderse como una referencia a cualquier molécula, agregado o
complejo de moléculas, compuesto u otra entidad que, cuando un antigeno se asocia con él, facilita la induccion de
una respuesta inmune, y en particular una respuesta de linfocitos T citotdxicos al antigeno. El vehiculo sujeto es
"organico" y, en este sentido, "organico" debe entenderse como un compuesto de carbono obtenido o derivado de
forma natural, recombinante o sintética. En una realizacion particularmente preferida, el vehiculo organico es un
adyuvante. Por "adyuvante" se entiende cualquier molécula organica, agregado o complejo de moléculas organicas,
compuesto u otra entidad que funciona para estimular, mejorar o, de otra manera, regular por aumento uno
cualquiera o mas aspectos de la respuesta inmune. Por ejemplo, el adyuvante puede inducir inflamacion, atrayendo
asi las células de la respuesta inmune al sitio de la localizacién del antigeno. Como alternativa, el adyuvante puede
liberar lentamente el antigeno, proporcionando de ese modo una estimulacién constante del sistema inmunoldgico.
Los ejemplos de adyuvantes adecuados para su uso en la presente invencién incluyen, pero no se limitan a,
saponina, complejos de saponina, uno cualquiera o mas componentes del complejo inmunoestimulante de saponina,
colesterol y lipidos conocido como ISCOMATRIX™ (por ejemplo, el componente de saponina y/o el componente de
fosfolipido), liposomas o emulsiones de aceite en agua. [La composicién y la preparacion de ISCOMATRIX™ se
describe con detalle en las patentes australianas n.° 558258 y 632067 y la publicacion de patente europea n.°. 0 180
564.]

Otros ejemplos de adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, los que se detallan en la publicacion de Cox y Coulter,
1992, 1997 y 1999. Debe entenderse que el vehiculo organico sujeto puede ser de origen natural o puede derivarse
de forma sintética o recombinante.

De acuerdo con lo anterior, la presente invencién proporciona, todavia mas preferentemente, un método de fabricar
un complejo inmunogénico asociado electrostaticamente que comprende un complejo organico cargado
negativamente y una proteina cargada positivamente.

Preferentemente, dicho complejo organico comprende saponina o un complejo de saponina. Mas preferentemente,
dicho complejo de saponina es | ISCOMATRIX™.

El complejo organico del método de la presente invencidon también puede estar, en su forma inicial o natural,
cargado negativamente, cargado positivamente o ser neutro. El aumento del grado de la carga negativa (por
ejemplo, cuando el complejo organico esta solo débilmente cargado negativamente) o convertir un vehiculo organico
neutro o cargado positivamente en un complejo organico con carga negativa también se puede lograr por cualquier
método adecuado conocido por los expertos en la materia. Por ejemplo, cuando el vehiculo organico es una
emulsién de aceite en agua, la incorporacién de cualquier tensioactivo aniénico con una cola no polar impartira una
carga negativa global a la emulsion debido a la insercion de la cola del agente tensioactivo en la gota de aceite que,
de ese modo, deja expuesto al grupo de cabeza cargado negativamente. La carga negativa de un complejo de
saponina adyuvante se puede aumentar, por ejemplo, mediante la adicién de lipido cargado negativamente durante
la formacién del complejo.

Los ejemplos de detergentes que pueden aumentar la carga negativa de un vehiculo incluyen, pero no se limitan a,
acido codlico, acido desoxicolico, acido taurocdlico y acido taurodesoxicolico. Los ejemplos de lipidos que pueden
aumentar la carga negativa de un vehiculo incluyen, pero no se limitan a, fosfolipidos (preferentemente
fosfatidilinositol, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol y acido fosfatidico, y, lo mas preferentemente, cardiolipina) y los
lipidos bacterianos (preferentemente monofosforil lipido A (MPL) y, lo mas preferentemente difosforil lipido A, tal
como OM174, como se describe en la publicacion de patente Internacional n.° WO 95/14026).

Sin limitar la presente invencion de ninguna manera, los inventores han determinado que cuando el vehiculo
organico cargado objeto y el antigeno cargad estan cargados negativamente y positivamente, respectivamente, de
forma natural, se puede lograr el objeto de la invencién. Sin embargo, se consigue un complejo inmunogénico aun
mas eficaz si el vehiculo organico objeto cargado negativamente de forma natural se vuelve cargado mas
negativamente (preferentemente mediante la adicion de cardiolipina o lipido difosforil A) y/o el antigeno cargado
positivamente de forma natural se vuelve cargado mas positivamente (preferentemente mediante la adicion de una
cola de polilisina). Preferentemente, el vehiculo organico cargado negativamente de forma natural se vuelve cargado
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mas negativamente y el antigeno cargado positivamente de forma natural se vuelve cargado mas positivamente.

La referencia a un adyuvante o proteina que esta cargado negativa o positivamente, respectivamente, "de forma
natural", debe entenderse como una referencia a la carga que lleva la molécula sobre su creacion, ya sea por
medios naturales, recombinantes o sintéticos. La modificacion para aumentar el grado de carga se puede lograr
mediante cualquier técnica adecuada como se ha discutido anteriormente en el presente documento.
Preferentemente, la proteina sujeto se vuelve mas cargada positivamente a través de la adicién de una cola de
polilisina y el adyuvante sujeto se vuelve mas negativo a través de la adicion de cardiolipina o lipido difosforil A.

La referencia a "derivado y equivalentes" debe entenderse como una referencia a fragmentos, partes, porciones,
equivalentes quimicos, mutantes, registros de homo y analogos de fuentes naturales, sintéticas o recombinantes.
Cuando el antigeno o vehiculo sujeto es una proteina, los derivados se pueden derivar de la insercion, deleciéon o
sustitucién de aminoacidos. Los derivados por insercion de aminoacidos incluyen fusiones en el extremo amino y/o
carboxilo, asi como inserciones intrasecuencia de uno o varios aminoacidos. Las variantes de la secuencia por
insercion de aminoacidos son aquellas donde uno o mas restos de aminoacidos se introducen en un sitio
predeterminado en la proteina, aunque la insercién aleatoria también es posible con el cribado adecuado del
producto resultante. Las variantes por deleciéon se caracterizan por la eliminaciéon de uno o mas aminoacidos de la
secuencia. Las variantes por sustitucion de aminoacidos son aquellas donde un resto en la secuencia ha sido
eliminado y se ha insertado un resto diferente en su lugar. Las adiciones a las secuencias de aminoacidos incluyen
fusiones con otros péptidos, polipéptidos o proteinas. Los “equivalentes” pueden actuar como un analogo funcional
del vehiculo o antigeno sujeto. Equivalentes quimicos pueden no necesariamente derivar del vehiculo sujeto del
antigeno, pero pueden compartir ciertas similitudes conformacionales. Como alternativa, los equivalentes quimicos
pueden disefiarse para imitar ciertas propiedades fisicoquimicas del vehiculo o antigeno sujeto. Los equivalentes se
pueden sintetizar quimicamente o se pueden detectar siguiendo, por ejemplo, el cribado de productos naturales. Los
homadlogos contemplan en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, moléculas derivadas de diferentes
especies.

La presente invenciéon se basa, en parte, en la formacion de complejos inmunogénicos a través de la asociacion
electrostatica, preferentemente, de un complejo organico con carga negativa con un antigeno cargado
positivamente. La administracién de un complejo de este tipo a un sujeto facilita la induccion de una respuesta
inmune significativamente mejor que la que se lograria si el complejo organico y el antigeno se administraran
simultaneamente, pero en una forma no asociada. En particular, la administracion de un antigeno asociado con un
complejo organico, de acuerdo con el método de la presente invencion, facilita la inducciéon de una respuesta de
linfocitos T citotoxicos al antigeno. Sin embargo, también se pueden mejorar las respuestas humorales y otras
celulares.

Sin limitar el método de la presente invencién a ninguna teoria o0 modo de accion, se piensa que la formacion del
complejo del complejo organico con el antigeno facilita la liberacion conjunta del adyuvante y el antigeno a la misma
célula presentadora de antigeno, facilitando de ese modo la induccién de respuestas inmunes que no se producirian
0 no se producirian de un modo tan eficaz si estas moléculas no se liberaran de forma conjunta. Por ejemplo, se
cree que la induccién de algunas respuestas de linfocitos T citotdxicos CD8" se produce cuando el adyuvante induce
escape endosomico del antigeno en la célula presentadora de antigeno. Esto requiere necesariamente la liberacion
conjunta del antigeno y el adyuvante a la célula presentadora de antigeno.

De acuerdo con lo anterior, otro aspecto adicional de la presente invencion se refiere a una composicion de vacuna
que comprende como componente activo un complejo inmunogénico que comprende un vehiculo organico cargado
negativamente que comprende saponina y un antigeno cargado positivamente y antigeno, donde el vehiculo y el
antigeno estan asociados electrostaticamente, junto con uno o mas vehiculos y/o diluyentes farmacéuticamente
aceptables.

Preferentemente, dicho antigeno es una proteina.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (cuando son
solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones
inyectables estériles o pueden estar en la forma de una crema u otra forma adecuada para aplicacion tépica. Debe
ser estable en las condiciones de la fabricacion y almacenamiento y debe conservarse frente a la accion
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo organico puede ser un disolvente o
medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido, y similares) y mezclas adecuadas de los mismos, y aceites vegetales. Se puede mantener la
fluidez apropiada, por ejemplo, por el uso de un recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del tamario de
particula requerido en el caso de dispersion y por el uso de tensioactivos. La prevencion de la accion de los
microorganismos se puede conseguir mediante varios agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo
parabenos, clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo azucares o cloruro sédico. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se
puede efectuar mediante el uso en las composiciones de agentes retardantes de la absorcion, por ejemplo
monoestearato de aluminio y gelatina.
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Se preparan soluciones inyectables estériles mediante la incorporaciéon de los compuestos activos en la cantidad
requerida en el disolvente adecuado con varios de los otros ingredientes enumerados en lo que antecede, segun se
requiera, seguido por esterilizacion filtrada. En general, las dispersiones se preparan mediante la incorporacion de
los diversos ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los
otros ingredientes requeridos de los enumerados en lo que antecede. En el caso de los polvos estériles para la
preparacion de soluciones inyectables estériles, los procedimientos de preparacion preferidos son las técnicas de
secado al vacio y liofilizacion, que dan un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a
partir de una solucién del mismo previamente filtrada para esterilizar.

Sin limitar la operacion de la presente invencion de ninguna manera, la liberacién conjunta del complejo
inmunogénico del método de la presente invencion es particularmente util para inducir una respuesta inmune y, en
particular, una respuesta de linfocitos T citotoxicos a un antigeno, dicha respuesta inmune puede ser una respuesta
inmune especifica (células T y/o células B) y/o no especifica.

De acuerdo con lo anterior, otro aspecto mas de la presente divulgacion se refiere a un método para provocar,
inducir o, de otra manera, facilitar, en un mamifero, una respuesta inmune a un antigeno, comprendiendo dicho
método administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de un complejo inmunogénico o una composicion de
vacuna como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Preferentemente, dicha respuesta inmune es una respuesta de linfocitos T citotéxicos.

Se debe entender que la respuesta de linfocitos citotoxicos sujeto puede producirse de forma aislada o junto con una
respuesta de células T colaboradores, una respuesta humoral u otra respuesta inmune especifica o no especifica.

Un aspecto adicional de la presente divulgacion se refiere al uso del complejo inmunogénico en relacién con el
tratamiento terapéutico y/o profilactico de estados de enfermedad. Ejemplos de estados de enfermedad incluyen,
pero no se limitan a, cualquier estado de enfermedad que es el resultado de una infeccién microbiana o un cancer.
Los ejemplos incluyen el VIH, la hepatitis B, la hepatitis C, el melanoma, el cancer de prostata, el cancer de mama,
la tuberculosis y afecciones parasitarias.

De acuerdo con lo anterior, otro aspecto mas de la presente divulgacion se refiere a un método para tratar un estado
de enfermedad en un mamifero, comprendiendo dicho método administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de
un complejo inmunogénico o una composicion de vacuna como se ha descrito anteriormente en el presente
documento, donde la administracion de dicha composicién provoca, induce o, de otro modo, facilita una respuesta
inmune que inhibe, detiene, retrasa o previene el inicio o la progresion del estado de enfermedad.

Una "cantidad eficaz" significa una cantidad necesaria, al menos parcialmente, para alcanzar la respuesta inmune
deseada, o para retrasar el inicio o inhibir la progresion o detener por completo, el inicio o la progresién de una
afeccion particular que se esta tratando. Esta cantidad varia en funcion de la salud y el estado fisico del individuo
que se va a tratar, la edad, el grupo taxonémico del individuo que se va a tratar, la capacidad del sistema inmunitario
del individuo para sintetizar anticuerpos, el grado de proteccién deseado, la formulacién de la vacuna, la evaluacion
del médico encargado del tratamiento de la situacion médica y otros factores relevantes. Cabe esperar que la
cantidad entre dentro de un intervalo relativamente amplio que puede determinarse mediante ensayos de rutina.

El término “mamifero”, como se usa en el presente documento, incluye seres humanos, primates, animales granja
(por ejemplo, caballos, ganado vacuno, ovejas, cerdos, burros), animales de ensayo en laboratorio (por ejemplo,
ratones, ratas, conejos, cobayas), animales de compafiia (por ejemplo, perros, gatos) y animales salvajes cautivos
(por ejemplo, canguros, ciervos, zorros). Preferentemente, el mamifero es un ser humano o un animal de ensayo de
laboratorio. Incluso mas preferentemente, el mamifero es un ser humano.

El mamifero en tratamiento puede ser un ser humano o un animal en necesidad de tratamiento terapéutico o
profilactico de un estado de enfermedad o de un potencial estado de enfermedad.

En aun otro aspecto, la presente divulgacion se refiere al uso de una composicién inmunogénico o composicion de
vacuna como se ha descrito anteriormente en el presente documento, en la fabricacién de un medicamento para
inhibir, detener, retrasar o prevenir el inicio o progresion de un estado de enfermedad.

Otro aspecto mas de la presente divulgacion se refiere a un agente para su uso para inhibir, detener, retrasar o
prevenir el inicio o la progresion de un estado de enfermedad. Comprendiendo dicho agente un complejo
inmunogénico o composicion de vacuna como se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Otras caracteristicas del método de la presente invencién se describen mas detalladamente en los siguientes
ejemplos no limitantes.

La referencia a "ISCOPREP™ 703" debe entenderse como una referencia a una preparacién de saponina que
comprende 50-90 % en peso de la fraccion A de Quil Ay 50 % a 10 % en peso de la fraccion C de Quil A. Las



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 572 834 T3

fracciones A y C se preparan a partir de la fraccion lipdfila de Quil A. las fracciones que "A" y "C", su método de
preparacion y el método de preparacion 703 se detallan en la publicaciéon de patente internacional n.° WO96/11711.

Ejemplo 1
Preparacion de Iscomatrix™ estandar y modificado

ISCOMATRIX™ (complejo inmunoestimulador sin antigeno) se preparé esencialmente mediante el método de
Morein et al. (1989). En pocas palabras a 1,76 ml de PBS a pH 7,2 se afiadieron 0,16 ml de una solucién que
contiene 10 mg/ml de colesterol tritiado (*H) y 10 mg/ml de lipido en 20 % de detergente MEGA-10 (p/v), después
0,08 ml de una solucién que contiene 100 mg/ml de ISCOPREP™ 703 en PBS. La soluciéon se mantuvo a 25 °C
durante 1 hora con mezclado suave. Durante la dialisis posterior contra PBS/azida, se formé ISCOMATRIX™ que
contiene colesterol, DPPC e ISCOPREP ™. Todas las formulaciones ISCOMATRIX™ tenian un aspecto tipico
mediante microscopia electrénica.

Lipidos:
DPPC estandar Dipalmitoilfosfatidilcolina
CDL modificado cardiolipina
DPL modificado Difosforil lipido A
MPL modificado Monofosforil lipido A
DPA modificado Acido fosfatidico

DPPG modificado Dipalmitoilfosfatidilglicerol

Después de la formulacion, las preparaciones se purificaron en un gradiente de sacarosa (de 10 a 50 % p/v% y se
analizaron las fracciones con respecto a los lipidos y el colesterol. El colesterol se detectdé mediante cpm de “H de
100 pl de la muestra en 1 ml de liquido de centelleo y los lipidos se detectaron utilizando difenilhexatrieno (DPH),
que emite fluorescencia cuando se asocia con lipidos. Brevemente, el DPH se disolvio a 1 mg/ml en acetona,
después se diluyé a 1 en 50 en PBS a pH 7,2. Después 50 ul se mezclaron con 50 pl de cada fraccion en una placa
de microtitulacién. Después de la incubacién durante 150 minutos a 20-25 °C, la placa se leyo en un fluorometro
utilizando 355 nm de excitacion y 460 nm de emision. Los picos de DPH y ®H coincidieron para todas las
formulaciones y los perfiles de gradiente de las formulaciones modificadas fueron similares a la formulacion
estandar, lo que indica la incorporacion del lipido en el ISCOMATRIX™ (Figura 1).

Ejemplo 2

Preparacion de Iscomatrix™ asociado con antigeno con una proteina cargada positivamente de forma
natural: proteina de la familia E de H. pylori (HpE)

La proteina HpE tiene un pl de 9,24, por lo que es una proteina cargada positivamente a pH 8. Solubilidad de la HpE
se mantuvo usando Tris 0,5 M, NaCl 0,5 M, 0,1 % de 1,2-Diheptanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DHPC) a pH 8. Las
formulaciones de ISCOMATRIX™ asociada con HpE se prepararon mezclando en una proporcion de 1:5 de la
proteina e ISCOPREP™ como ISCOMATRIX™ durante 60 minutos a 20-25 °C. Las formulaciones ISCOMATRIX™
utilizadas fueron DPPC, CDL, DPL y DPPG.

Después de la formulacion, las preparaciones se purificaron en un gradiente de sacarosa (10 a 50 % de sacarosa
p/v) y las fracciones se analizaron para determinar HpE, la asociacion entre HpE e ISCOMATRIX™ e
ISCOMATRIX™ (Figura 2). La HpE se detect6 mediante adsorcion de las fracciones diluidas a 1 en 10 en PBS a los
pocillos de una placa de EIA y después mediante la deteccion con un anticuerpo monoclonal conjugado con
peroxidasa de rabano (HRP) frente a HpE. La asociacion se determind mediante EIA usando un anticuerpo
monoclonal frente a HpE para capturar y un anticuerpo monoclonal conjugado con HRP a ISCOPREP ™ para
detectar. ISCOMATRIX™ se determiné mediante la deteccion de colesterol °H.

La proteina HpE, cuando no esta mezclada con ISCOMATRIX™, se encontré en las fracciones 3-10 mediante EIA.
(Figura 2E). Cuando se mezclaron con DPPC ISCOMATRIX™, se encontré6 HpE predominantemente en las
fracciones 2-8, pero algo se encontré en las fracciones 12-20 coincidiendo con los picos de ISCOMATRIX™ y de
asociacion, que indica que se produjo asociacion (Figura 2A). Cuando se mezcld con CDL o DPL ISCOMATRIX™ la
HpE se encontré predominantemente en las fracciones 7—16 coincidentes con los picos de ISCOMATRIX™ y de
asociacion, que indica que se habia producido una asociacion casi completa (Figura 2B y C). Se encontré muy poco,
si algo, de HpE libre en las fracciones 2—8. Cuando se mezclé con DPPG ISCOMATRIX™, los resultados fueron
muy similares al DPPC ISCOMATRIX™ (Figura 2D).

Estos resultados indican que DPPG y DPPC ISCOMATRIX™ estandar pueden asociarse débilmente con antigenos
que estan cargados positivamente y la capacidad de asociarse se puede aumentar considerablemente mediante el
uso de CDL o DPL ISCOMATRIX™,
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Ejemplo 3

Preparacion de Iscomatrix™ asociado con antigeno con una proteina cargada positivamente de forma
natural: ny—eso-1 (eso)

La proteina ESO tiene un pl de 9,1, por lo que es una proteina cargada positivamente a pH 7. La solubilidad de la
ESO se mantuvo utilizando urea 8M, Tris 50 mM, NaH,PO42H,0 50 mM, NaCl 0,15 M a pH 7. Las formulaciones de
ISCOMATRIX™ asociada con ESO se prepararon mezclando en una proporcién de 1:5 de la proteina e
ISCOPREP™ como ISCOMATRIX™ durante 60 minutos a 20-25 °C. Las formulaciones ISCOMATRIX™ utilizadas
fueron DPPC y DPL.

Después de la formulacion, las preparaciones se purificaron en un gradiente de sacarosa (10 a 50 % de sacarosa
p/v) y las fracciones se analizaron para determinar ESO, la asociacion entre ESO e ISCOMATRIX™ e
ISCOMATRIX™ (Figura 3). La ESO se detectd mediante adsorcion de las fracciones diluidas a 1 en 10 en PBS a los
pocillos de una placa de EIA y después mediante la deteccidon con un anticuerpo monoclonal conjugado con HRP
frente a ESO. La asociacion se determiné mediante EIA usando un anticuerpo monoclonal frente a ESO para
capturar y un anticuerpo monoclonal conjugado con HRP a ISCOPREP ™ para detectar. ISCOMATRIX™ se
determiné mediante la deteccion de colesterol *H.

La proteina ESO, cuando no esta mezclada con ISCOMATRIX™, se encontrd en las fracciones 1-6 mediante EIA.
(Figura 3C). Cuando se mezclé con DPPC ISCOMATRIX™ estandar, la ESO se encontré en las fracciones 1-6 y
12—16 (Figura 3A). La presencia en las fracciones 12-16 coincidié con los picos del SCOMATRIX ™ y de asociacion,
que indica que habia asociacion pero una gran proporcion de la ESO no estaba asociada como se indica por la
presencia en las fracciones 1-6. Cuando se mezcla con DPL ISCOMATRIX™, la ESO se encontrd
predominantemente en las fracciones 12 a 16 coincidiendo con los picos de ISCOMATRIX ™ y de asociacion que
indica que se habia producido asociacion (Figura 3B).

Estos resultados muestran que habia alguna asociacion de una proteina cargada positivamente con el DPPC
ISCOMATRIX™ estandar, pero la capacidad de asociarse se incrementd sustancialmente mediante el uso de DPL
ISCOMATRIX™,

Ejemplo 4
Inmunizacion de ratones con Iscomatrix™ estandar asociada con ESO
Respuestas de anticuerpos:

Los dias 0 y 28, se inmunizé a diez ratones BALB/c por via subcutanea en la base del cuello con 0,1 ml de ESO que
contiene 5 yg de ISCOMATRIX™ asociada con proteina o ESO que contiene 5 ug de proteina y 5 ug de
ISCOPREP™. Se extrajo sangre de los ratones el dia 35 y los sueros se analizaron para detectar anticuerpos frente
a ESO mediante EIA indirecto. Brevemente, la ESO se adsorbié en una placa de microtitulacion en PBS a pH 7,2 y,
después, la placa se bloqued con una solucién de caseina al 0,1 % y se seco. Las diluciones de los sueros se
incubaron durante 1 hora a 20-25 °C y luego se lavaron las placas. Se afiadi6 IgG, IgG, o IgG2, de cabra anti-raton
conjugada con HRP y las placas se incubaron durante 1 hora a 20-25 °C, después se lavaron. Se anadid sustrato
TMB y se incubd durante 10 minutos a 20-25 °C, seguido de la adicion de H,SO4 0,5 M para detener la reaccion. Las
placas se leyeron a DO450nm y se calcularon los titulos finales.

Se produjo un aumento mayor de 20 veces de las respuestas de IgG e IgGy a ESO cuando se asocia con
ISCOMATRIX™ y un aumento de mil veces en el titulo de 1gG2, (Figura 4).

Respuestas de linfocitos T citotoxicos (CTL):

Se inmuniz6 a cinco ratones HHD transgénicos HLA A2 por via subcutanea en la base de la cola con 0,1 ml de ESO
que contiene 5 pg de ISCOMATRIX™ asociada con proteina o ESO que contlene 5 pg de proteina y 5 ug de
ISCOPREP™. Después de 14 dias se recogieron los esplenocitos y 5 X 10° células se volvieron a estimular en
placas de 24 pocillos con células EL4AHHD sensibilizadas con el péptido ESO (10 pg/ml durante 1 hora a 37 °C), se
irradiaron y se lavaron dos veces. Las células se cultlvaron en medio RPMI suplementado con 10 % de suero bovino
fetal, glutamina 2 mM, B-mercaptoetanol 5 X 10> M, 100 ug/ml de estreptomicina y 100 Ul/ml de penicilina, y se
incubaron a 37° C durante 6 dias en 5% de CO,. El dia 4 se afiadid 1 ml de medio que contiene 5 U/mI de IL-2
humana recombinante. El dia 6 se utilizaron los cultivos como efectores en los ensayos de liberacion de ®'Crde 6
horas contra células EL4HHD sensibilizadas como para la reestimulacion.

No se detectaron CTL en ratones inmunizados con ESO sola, pero cuando se asocié con ISCOMATRIX™, se
detectaron CTL en todos los ratones (Figura 5).
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Estos resultados indican que se requiere la asociacion para la induccién 6ptima de las respuestas inmunes
celulares.

Ejemplos

Preparacion de Iscomatrix™ asociado con antigeno con una proteina cargada negativamente de forma
natural: EGE7 de HPV (E6E7)

La proteina E6GE7 tiene un pl de 5,9, lo que la convierte en una proteina cargada negativamente a pH 6,9. La
solubilidad de la EGE7 se mantuvo utilizando urea 8 M, Tris 50 mM, NaH,PO4 2H,0 50 mM, NaCl 150 mM a pH 6,9.
Las formulaciones de ISCOMATRIX™ asociada con EGE7 se prepararon mezclando en una proporcion de 1:5 de la
proteina e ISCOPREP™ como ISCOMATRIX™ durante 60 minutos a 20-25 °C. Las formulaciones de
ISCOMATRIX™ utilizados fueron DPPC, CDL, DPL, MPL, DPA y DPPG.

Después de la formulacion, las preparaciones se purificaron en un gradiente de sacarosa (10 a 50 % de sacarosa
p/v) y las fracciones se analizaron para determinar E6E7, la asociacion entre E6E7 e ISCOMATRIX™ e
ISCOMATRIX™ (Figura 8). E6E7 se detecté6 mediante EIA usando dos anticuerpos monoclonales no competitivos
frente a E7. La asociacion se determiné mediante EIA usando un anticuerpo monoclonal frente a E7 para capturar y
un anticuerpo monoclonal conjugado con HRP a ISCOPREP™ 703 para detectar. ISCOMATRIX™ se determino
mediante la deteccion de colesterol *H.

La proteina E6GE7 sola se encontro en las fracciones 10-22 mediante EIA (Figura 6G). Cuando se mezclé con DPPC
ISCOMATRIX™ estandar, la mayor parte de la EGE7 hallada estaba en las fracciones 14-20 detectandose poca
asociacion (Figura 6A). Cuando se mezclé con CDL, DPL y DPA ISCOMATRIX™, la EGE7 se encontrd
predominantemente en las fracciones que coincidieron con la asociacion y los picos de ISCOMATRIX™, que indico
que se habia producido una asociacion casi completa (Figura 6B, C, E). Cuando se mezclé con MPL y DPPG
ISCOMATRIX™, la proteina se encontré en las fracciones 9-14 coincidente con los picos de asociacion y de
ISCOMATRIX™, lo que indica asociacion pero se encontré una cantidad significativa no asociada en las fracciones
17-22 (Figura 6D, F).

Estos resultados indican que una proteina cargada negativamente se une mal a la DPPC ISCOMATRIX™ estandar
y la capacidad para asociarse aumenta mediante el uso de CDL, DPL, MPL, DPA o DPPG en diversos grados.

Ejemplo 6
Inmunizacion de ratones con Iscomatrix™ estandar asociada E6E7 y modificada

El dia 0 y el dia 21 se inmunizé a tres ratones C57BL/6 por via subcutanea con 0,1 ml de ISCOMATRIX™ asociada
con EBE7 que contiene 10 ug de proteina y 6 ug de ISCOPREP™. Después de 7 dias se recogieron los esplenocitos
y se volvieron a estimular 20 X 10° células en 8 ml en un matraz de cultivo tisular T25 con células EL4 transfectadas
con E7 tratadas con mitomicina (C2) tratada y se lavaron tres veces. Las células se cultivaron en medio RPMI
suplementado con 10 % de suero bovino fetal, glutamina 2 mM, B-mercaptoetanol 5,5 X 10_5M, 50 pg/ml de
gentamicina y se incubaron a 37 °C durante 5 dias en 5 % de CO». El dia 6 se utilizaron los cultivos como efectores
en ensayos estandar de liberacion de °'Cr de 4 horas contra las células C2.

La DPL ISCOMATRIX ™ asociada con EGE7 indujo una respuesta CTL en 2 de 3 ratones (Figura 7A). La E6E7
asociada con DPPC ISCOMATRIX™ estandar no indujo una respuesta CTL en ningun ratén (Figura 7B). El ratdon
negativa en el grupo DPL ISCOMATRIX™ tenia células insuficientes para la lectura 6ptima y no cumpliria los
criterios para una respuesta valida. Todos los demas ratones cumplieron los criterios de respuestas validas.

Estos resultados muestran que cuanto mayor es la asociacion mejor sera la respuesta CTL.
Ejemplo 7

Preparacion de Iscomatrix™ asociado con antigeno con una proteina cargada negativamente de forma
natural: proteina C de la familia de H. pylori (HpC)

La proteina HpC tiene un pl de 5,05, lo que la convierte en cargada negativamente al pH 7,2. La proteina era soluble
en PBS a pH 7,2. Las formulaciones de ISCOMATRIX™ asociada con HpC se prepararon mezclando en una
proporcion de 1:5 de la proteina e ISCOPREP™ como ISCOMATRIX™ durante 60 minutos a 20-25 °C. Las
formulaciones ISCOMATRIX™ utilizadas fueron DPPC y DPL.

Después de la formulacion, las preparaciones se purificaron en un gradiente de sacarosa (10 a 50 % de sacarosa
p/v) y las fracciones se analizaron para determinar HpC, la asociaciéon entre HpC e ISCOMATRIX™ e
ISCOMATRIX™ (Figura 8). La HpC se detecté mediante adsorcion de las fracciones diluidas a 1 en 10 en PBS a los
pocillos de una placa de EIA y después mediante la detecciéon con un anticuerpo monoclonal conjugado con HRP
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frente a HpC. La asociaciéon se determind mediante EIA usando un anticuerpo monoclonal frente a HpC para
capturar y un anticuerpo monoclonal conjugado con HRP a ISCOPREP ™ para detectar.

ISCOMATRIX™ se determiné mediante deteccion de *H-colesterol o DPH como se describe en el ejemplo 1.

La HpC sola se encontré en las fracciones 1-5 y cuando se mezclé con DPPC ISCOMATRIX™ EI HPC estandar, la
HpC se encontré predominantemente en las fracciones 1-5 y no asociada. Cuando se mezclé con DPL
ISCOMATRIX™, una proporcion significativa de la HpC se encontré en las fracciones 11-17 coincidiendo con los
picos de ISCOMATRIX ™ y de asociacion que indican asociacion.

Estos resultados indican que una proteina cargada negativamente se une mal a DPPC ISCOMATRIX™ estandar y
la capacidad para asociarse aumenta mediante el uso de DPL ISCOMATRIX™,

Ejemplo 8

Preparacion de Iscomatrix™ asociada con antigeno con una proteina cargada positivamente de forma
natural usando el pH para dar una carga positiva: EGE7.

La proteina EBGE7 tiene un pl de 5,9, que la convierte en una proteina cargada negativamente a pH 7,2. Contiene
una secuencia de seis histidinas en el extremo N, que estara cargada positivamente a pH 6. La solubilidad de la
E6E7 se mantuvo utilizando urea 8M, Bis Tris 50 mM, NaCl 0,15 M a pH 6. La formulaciéon de ISCOMATRIX™
asociada con EBE7 se preparé mezclando igual masa de EGE7 con ISCOPREP™ como ISCOMATRIX™ durante 60
minutos a 20-25 °C, dializando contra Bis Tris 50 mM, NaCl 0,15 M a pH 6 para eliminar la urea, después
centrifugacion a 10.000 g durante 5 minutos para eliminar cualquier precipitado.

Después de la formulacion, las preparaciones se purificaron en un gradiente de sacarosa (50 a 10 % de sacarosa
p/v) y las fracciones se analizaron para determinar la proteina, la asociacion entre EGE7 e ISCOMATRIX™ e
ISCOMATRIX™ (Figura 9). La proteina se detect6 mediante un EIA de tipo sandwich para E7. La asociacion se
determiné mediante EIA usando un anticuerpo monoclonal frente a E7 para capturar y un anticuerpo monoclonal
conjugado con HRP a ISCOPREP ™ para detectar. ISCOMATRIX™ se determind mediante deteccion de °H-
colesterol o DPH como se describe en el ejemplo 1.

La EBGE7 se encontro en las fracciones 10-22 cuando se ejecutd sola (Figura 9C). Cuando se mezclé con DPPC
ISCOMATRIX™ a pH 7,2, la EBE7 se encontré predominantemente en las fracciones 16-22 con pocos indicios de
asociacion (Figura 9B). Cuando se mezclé con la DPPC ISCOMATRIX™ estandar a pH 6, la EBE7 se encontrd
predominantemente en las fracciones 12-16 coincidiendo con los picos de ISCOMATRIX™ y de asociacion, que
indica asociacion (Figura 9A).

Estos resultados muestran que el pH se puede utilizar para aumentar la capacidad de DPPC ISCOMATRIX™
estandar para asociarse con proteinas cargadas negativamente de forma natural.

Ejemplo 9
Inmunizacién de ratones con DPPC Iscomatrix™ asociada con E6E7 modificada por pH

Los dias 0 y 21 se inmunizé a seis ratones C57BL/6 por via subcutanea en la base del cuello con 0,1 ml de
ISCOMATRIX™ asociada con EGE7 que contiene 6 ug de ISCOPREP™ y 6 ug de EGE7.

Respuestas de anticuerpos:

Se extrajo sangre de los ratones el dia 26 y los sueros se analizaron para detectar anticuerpos frente a E7 mediante
EIA indirecto. La GSTE7 purificada se adsorbidé en una placa de microtitulacion en carbonato 0,1M a pH 9,6 vy,
después, la placa se bloqued con una solucién de caseina al 0,1 % y se seco. Las diluciones de los sueros se
incubaron durante 1 hora a 20-25 °C y luego se lavaron las placas. Se afadié IgG de cabra anti-ratén conjugada con
HRP y las placas se incubaron durante 1 hora a 20-25 °C, después se lavaron. Se afiadio sustrato TMB y se incubd
durante 10 minutos a 20-25 °C, seguido de la adicion de H»,SO4 0,5 M para detener la reaccion. Las placas se
leyeron a DO450nm y se calcularon los titulos finales.

El grupo de ISCOMATRIX™ asociada con E6GE7 tenia un GMT de 949. Normalmente, la EGE7 con Al(OH)3 da un
GMT de aproximadamente 100.

Respuestas de citocinas:
El dia 27 se recogieron los esplenocitos de cada uno de 3 ratones y se combinaron y se volvieron a estimular 2,5 X

10° células en placas de 48 pocillos con GSTE7 en 1y 5 ug con ConA y RPMI como controles. Las células se
cultivaron en medio RPMI suplementado con 10 % de suero bovino fetal, glutamina 2 mM, B-mercaptoetanol 5 X 107°
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M, 100 ug/ml de estreptomicina y 100 Ul/ml de penicilina, y se incubaron a 37 °C durante 2 dias en 5% de CO.. El
sobrenadante se recogio y el yIFN y la IL5 se detectdé mediante EIA utilizando reactivos de Endogen.

La ISCOMATRIX™ asociada con EGE7 indujo hasta 7,4 ng/ml de yIFN y 140 pg/ml de IL5 (Tabla 2). Tipicamente, la
EBE7 con Al (OH)3 no induce yIFN detectable (<30 pg/ml) ni IL5 (<4 pg/ml).

Estos resultados muestran que la ISCOMATRIX™ asociada con E6E7 modificada por pH eran inmunogénicos en
ratones e indujeron una respuesta de tipo Th1.

Ejemplo 10
Preparacion de Iscomatrix™ quelante (CHL)

La CHL ISCOMATRIX™ se preparé6 mediante el método de Macfarlan y Malliaros, (1998) publicacion de patente
internacional n.° WO 98/36772). En pocas palabras, a 1,6 ml de Tris 50 mM, NaCl 150 mM, CuCl; 0,6 mM a pH 7,2
(Tampodn A) se afiadieron 0,2 ml de una solucidon que contiene 10 mg/ml de colesterol, 9 mg/ml de DPPC, 1,074
mg/ml de dipalmitoil-rac-glicerol-3 (8-(3,6-dioxi)octil-1-amino-N,N-diacético) (DPIDA) en 20 % de detergente MEGA-
10 (p/v), después 0,2 ml de una solucién que contiene 50 mg/ml de ISCOPREP™ 703 en tampdn A. La solucion se
mantuvo a 25 °C durante 90 minutos con mezclado suave. Después la dialisis se realizd primero contra el tampén A
durante la noche, con 2 cambios de tampdn, después contra Tris 50 mM, NaH,PO4 2H,0 50 mM, NaCl 150 mM a pH
6,9 durante 2 dias con dos cambios de tampdn. Durante la didlisis, la CHL ISCOMATRIX™ que contiene colesterol
se formé DPPC, DPIDA y ISCOPREP™. La formulacion CHL ISCOMATRIX™ tenia un aspecto tipico mediante
microscopia electrénica.

Ejemplo 11
Generacion, expresion y purificacion de hexahistidina (6H) % heralisina (6K) HpC.

La proteina HpC tiene un pl de 5,05, lo que la convierte en cargada negativamente a pH 7,2. La adicion de 6K
cambiaria el pl de 7,68 y le daria una cola con carga positiva. Se construyeron dos clones para dar HpC mas 6H,
para la purificacion, y con y sin 6K. Se usé ADN de CSL 694 (HpC13 con 6H en C-terminal en el vector pGexStop
como se describe en Edwards ef al. 1998) como molde para la amplificacion por PCR para generar un 6K en C—
terminal. El producto de la PCR se cloné en los sitios de EcoRI-Bglll del vector de expresion pGexStoplV, creando
un 6K en C-terminal en tandem, seguido por marcadores de 6H. Esto se gener6 en la cepa de E.coli ER1793 y se
designd CSL 1424.

Se indujeron cultivos de 1 litro a Aspo=2 con IPTG 0,5 mM y se recogieron 5 horas después de la induccion. La
proteina recombinante soluble se purificéd utilizando el marcador de 6H en C-terminal para la cromatografia de
afinidad con metal (niquel). La proteina eluida se dializé frente a PBS.

Ejemplo 12
Preparacion de Iscomatrix™ asociada con antigeno con marcadores 6H y 6K: HpC.

La proteina HpC con 6H tiene un pl de 5,85, lo que la convierte en cargada negativamente a pH 7,2. La adicion de
un 6K a esta proteina da un pl de 7,68, lo que la convierte en cargada positivamente a pH 7,2. Ambas formas de la
proteina eran solubles en PBS a pH 7,2. Las formulaciones de ISCOMATRIX™ asociada con HpC se prepararon
mezclando en una proporcién de 1:5 de la proteina e ISCOPREP™ como ISCOMATRIX™ durante 60 minutos a 20-
25 °C. Las formulaciones de ISCOMATRIX™ usadas fueron DPPC y CHL. La tecnologia de CHL ISCOMATRIX™ se
utilizé como método estandar para la asociacion de proteinas 6H con ISCOMATRIX™.

Después de la formulacion, las preparaciones se purificaron en un gradiente de sacarosa (10 a 50 % de sacarosa
p/v) y las fracciones se analizaron para determinar HpC, la asociacion entre HpC e ISCOMATRIX™ e
ISCOMATRIX™ (Figura 10). La HpC se detecté mediante adsorcion de las fracciones diluidas a 1 en 10 en PBS a
los pocillos de una placa de EIA y después mediante la deteccién con un anticuerpo monoclonal conjugado con HRP
frente a HpC. La asociacion se determind mediante EIA usando un anticuerpo monoclonal frente a HpC para
capturar y un anticuerpo monoclonal conjugado con HRP a ISCOPREP ™ para detectar. ISCOMATRIX™ se
determiné mediante deteccion de DPH como se describe en el ejemplo 1.

Cuando se mezclé con DPPC ISCOMATRIX™ estandar, la H-HpC se encontré en las fracciones 1-6 con pocos
indicios de asociacion (Figura 10C). Cuando se mezcl6 6K6H-HpC con DPPC ISCOMATRIX™ una cantidad
significativa de HpC estaba en las fracciones 7-11 coincidiendo con los picos de asociacion y de ISCOMATRIX™
que indican asociacion (Figura 10A). Cuando se mezclé 6H-HpC con CHL ISCOMATRIX™, la mayoria de la HpC
estaba en las fracciones 7-14 coincidiendo con los picos de asociacion y de ISCOMATRIX™ que indican asociacion
(Figura 10B).
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Estos resultados muestran que la adicion de un 6K a una proteina cargada negativamente aumenté su capacidad
para asociarse la DPPC ISCOMATRIX™ estandar y la asociacion lograda fue comparable a la que se obtuvo
mediante el uso de 6H con CHL ISCOMATRIX ™,

Ejemplo 13

Preparacion de politopo sintético Iscom™ e Iscomatrix™ asociado con acido palmitico (PAL), 6H, 6K y sin
marcadores de formulacion.

Los politopos se sintetizaron y se purificaron mediante Chiron Technologies on Multipin (TM) crowns, como se
describe en Valerio et al., utilizando el esquema de proteccidon de alfa-amino con Fmoc para los aminoacidos.
Después de la desproteccion de la cadena lateral y la escision en una solucion de acido
trifluoroacético/secuestrante, los péptidos se precipitaron con éter y se secaron. El péptido redisuelto se purificd
mediante HPLC preparativa de fase inversa usando eluciéon con un gradiente de acetonitrilo. Las fracciones que
contienen material de la masa molecular correcta, como se determina mediante espectrometria de masas por
pulverizacion iénica se combinaron y se secaron.

El politopo era la siguiente:

Marcador—-YPHFMPTNLRPQASGVYMTYQRTRALVSYIPSAEKI-OH (<400>3) que contiene cuatro epitopos
restringidos de BALB/c conocidos, YPHFMPTNL (<400>4), RPQASGVYM (<400> 5), TYQRTRALV (<400 > 6) y
SYIPSAEKI (< 400 > 7). Los marcadores usados fueron PAL, 6H, 6K o H (sin marcador).

Para el politopo PAL, la asociacion se logré mediante la incorporacion en ISCOM™ (complejo inmunoestimulante)
de acuerdo con el método de Morein et al. (1989). En pocas palabras, a 4 mg de politopo solubilizado en 1,76 ml de
10 % de detergente MEGA-10 (p/v), 50 % de acetonitrilo en PBS se afiadieron 0,16 ml de una solucion que contiene
10 mg/ml de colesterol y 10 mg/ml de DPPC en 20 % de detergente MEGA-10 (p/v) después 0,08 ml de una solucion
que contiene 100 mg/ml de ISCOPREP ™ 703 en PBS. La soluciéon se mantuvo a 25 °C durante 1 hora con
mezclado suave. Durante la dialisis posterior contra PBS/azida, se formaron ISCOM™ que contienen politopo
palmitificado, colesterol, DPPC e ISCOPREP ™. Estos ISCOM™ tenian el aspecto tipico mediante microscopia
electroénica.

El politopo 6H se solubilizdé en urea 8M y después se mezclé con CHL ISCOMATRIX™ vy los politopos 6K y sin
marcador se solubilizaron en PBS, después se mezcla con DPPC ISCOMATRIX™ estandar. Todas las
formulaciones se prepararon en una proporcion de 1:8 de proteina e ISCOPREP ™ como ISCOMATRIX™ y se
incubaron durante 60 minutos a 20-25 °C.

Las preparaciones se purificaron en un gradiente de sacarosa (de 10 a 50 % de sacarosa p/v) y se analizaron las
fracciones con respecto a la proteina e ISCOMATRIX™. La proteina se detect6 utilizando CBQCA (<400> 8) de
Molecular Probes de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes o mediante Coomassie de acuerdo con el
método de Bradford (1976). En pocas palabras, 100 ul de cada fraccion se afiadieron a una microplaca, seguido de
la adicion de 100 ul de reactivo de Coomassie, después la placa se leyé a 595 nm. ISCOMATRIX™ se detectd
mediante DPH como se describe en el ejemplo 1.

El politopo solo se encontré en las fracciones 1-5 (Figura 11E). La proteina, detectada mediante CBQCA (<400> 8),
en el politopo PAL ISCOM™ se encontré predominantemente en las fracciones 11-13 coincidiendo con el pico de
ISCOMATRIX™ que indica incorporacion (Figura 11A). La proteina, detectada mediante Coomassie, en la
ISCOMATRIX™ asociada con el politopo 6K se encontré predominantemente en las fracciones 1-5 y probablemente
no se asociado con ISCOMATRIX™ (Figura 11C). Una proporcion significativa del politopo se encontré en las
fracciones 12-14, coincidiendo con el pico de ISCOMATRIX™ que indica asociacién. La proteina, detectada
mediante Coomassie, en el CHL ISCOMATRIX™ asociado con el politopo 6H se encontré predominantemente en
las fracciones 4-10 coincidiendo con el pico de ISCOMATRIX™ que indica incorporacion (Figura 11B). Se encontro
una proporcion significativa de politopo 6H en las fracciones 1-3, que probablemente no estaba asociado. La
proteina, detectada mediante Coomassie, en la ISCOMATRIX™ asociada con marcador se encontrd casi toda en las
fracciones 1-5 y probablemente no asociada con ISCOMATRIX™,

Estos resultados muestran que se requiri6 un marcador para la asociacidon del politopo abalizado con
ISCOMATRIX™ y que la asociacion del politopo 6K con DPPC ISCOMATRIX™ estandar era comparable a la
incorporacion de politopo PAL hidréfobo en ISCOM™, pero no tan buena como la asociacion del politopo 6H con
CHL ISCOMATRIX™,

Ejemplo 14

Inmunizacién de ratones con formulaciones de Iscom™ politopo sintético e Iscomatrix™ asociada
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Se inmunizoé a tres ratones BALB/c por via subcutanea en la base de la cola con 0,1 ml del politopo ISCOM™ o
ISCOMATRIX™ asociada que contiene 6 ug de ISCOPREP™ y entre 3,5 ug y 5 ug de proteina.

Los ensayos de CTL se realizaron de acuerdo con el método de Elliott et al. (1999) Brevemente, los esplenocitos de
cada bazo se retiraron el dia 14 y se cultivaron en 1 ml de medio a 5 X1 0° células/ml, en una placa de 24 pocillos,
junto con 1 pg/ml de los péptidos individuales (4 péptidos/bazo) en un incubador humidificado a 37 °C. El dia 3, se
afiadié 1 ml de medio fresco y después adicionalmente se realizé reestimulacion in vitro el dia 7 mediante la adicién
de células P815 irradiadas (800 rad) sensibilizadas con péptido (10 pug/ml, 1 h a 37 1C, 2 lavados) en una relacion
entre el respondedor y el estimulador de 20: 1 a2 X 10° efectores/pocillo. El procedimiento se repitié dos veces mas
a intervalos de 7 dias y se utilizaron cultivos a granel como efectores 6 dias después en un ensayo estandar de
liberacién de cromo de 6 horas. El medio contenia RPMI 1640 suplementado con 10 % de FCS (QIMR), 2-
mercaptoetanol 5 X 107° M, glutamina 2 mM vy los antlblotlcos penicilina/estreptomicina. Las células diana eran
células P815 sensibilizadas con el péptido marcado con el y no sensibilizadas (control). La relacién de efector:
diana fue 50, 10 y 2 a 1. Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo redondo por duplicado.

El ISCOM ™ con politopo PAL indujo respuestas CTL contra los 4 epitopos con 3/3 ratones para TYQ, 1/3 para SYI,
2/3 para YPH y 2/3 para RPQ (Figura 12A). La CHL ISCOMATRIX™ asociada con politopo 6H indujo respuestas
CTL contra 3/3 ratones para los 4 epitopos (Figura 12B). La DPPC ISCOMATRIX™ asociada con el politopo 6K
indujo respuestas CTL contra los 4 epitopos con 3/3 para TYQ, YPH y RPQy 2/3 “para SYI (Figura 12C). IA DPPC
ISCOMATRIX™ asociada con politopo sin marcador indujo una respuesta CTL débil en 2/3 ratones para RPQ pero
no se detectd respuesta CTL a ninguno de los otros epitopos (Figura 12D). Se sabe que la secuencia SYI es un
epitopo débil y este fue el caso para todas las formulaciones.

Estos resultados muestran que se requeria la asociacion del politopo con ISCOM™ o ISCOMATRIX™ para la
induccion optima de CTL y que la asociacion utilizando 6K era tan eficaz como 6H con CHL ISCOMATRIX™ o la
incorporacion clasica de proteinas hidrofobas (ISCOM™ con politopo PAL).

Ejemplo 15
Generacion, expresion y purificacion de politopo 6H * 6K recombinante (r)

Se usé ADN de Pstmpdv (suministrado mediante QIMR) como molde para la amplificacion por PCR del politopo
murino, YPHFMPTNLTSSGPSNTPPEIFAPGNYPALSYIPSAEKIEEGAIVGEI RPQASGVYM (<400 > 9), para permitir
la generacioén con y sin 6K en C-terminal (CSL 1430 y 1426 respectivamente). Los productos de PCR se clonaron en
los sitios BamHI-Xhol del vector de expresion pET24b (Novagen), generando un marcador de T7 en N-terminal (para
identificacion) y 6K en tandem en C-terminal, seguido de 6H (para la purificacion).

Los clones se generan en la cepa de E. coli ER1793 después se transformaron en la cepa de expresion BL21 (DE3).
Se indujeron cultivos de 1 litro a Aspo=2 con IPTG 0,5 mM y se recogieron 4 horas después de la induccion. La
proteina recombinante soluble se purificd utilizando el marcador de 6H en C-terminal para la cromatografia de
afinidad con metal (niquel). La proteina eluida se dializé frente a PBS.

Ejemplo 16
Preparacion de Iscomatrix™ asociada con 6H y 6K politopo..

El politopo murino con 6H tiene un pl de 5,85, lo que la convierte en cargada negativamente a pH 7,2. La adicién de
un 6K a esta proteina da un pl de 7,68, lo que la convierte en cargada positivamente a pH 7,2. Ambas formas de la
proteina eran solubles en PBS a pH 7,2. Las formulaciones de ISCOMATRIX™ asociada con politopo se prepararon
mezclando en una proporcién de 1:5 de la proteina e ISCOPREP™ como ISCOMATRIX™ durante 60 minutos a 20-
25 °C. Las formulaciones de ISCOMATRIX™ usadas fueron DPPC, CDL, DPL y CHL. Se investigo la formulacion a
pH 4,3 por debajo del pl del acido glutamico (E), ya que habia un numero de E en la secuencia, que podria interferir
potencialmente con la asociacion.

Después de la formulacion, las preparaciones se purificaron en un gradiente de sacarosa (de 10 a 50 % de sacarosa
p/v) y se analizaron las fracciones con respecto a la proteina e ISCOMATRIX™ (Figura 13). La HpC se detecto
mediante adsorcion de las fracciones diluidas a 1 en 10 en PBS a los pocillos de una placa de EIA y después
mediante la deteccion con un anticuerpo monoclonal conjugado con HRP frente a 6H. ISCOMATRIX™ se determind
mediante deteccion de *H-colesterol o DPH como se describe en el ejemplo 1.

La proteina en el politopo r6HEK sola se encontrd en las fracciones 1-6 (Figura 13K). La proteina en el politopo
r6K6H mezclada con DPPC ISCOMATRIX™ estandar a pH 7 se encontré predominantemente en las fracciones 1-9
con pocos indicios de asociacion (Figura 13 A). La proteina en el politopo r6K6H mezclado con CDL y DPL
ISCOMATRIX™ a pH 7 se encontré predominantemente en las fracciones que coinciden con ISCOMATRIX™ que
indica asociacion (Figura 13 C, E). Se encontré una proporcion significativa de proteina en las fracciones 1-3 y 1-6,
para CDL y DPL respectivamente, y probablemente no asociada. La proteina en el politopo r6K6H mezclada con
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DPPC ISCOMATRIX™ estandar a pH 4,3 se encontré predominantemente en las fracciones 1-9 con algunos
indicios de asociacion en el pico de ISCOMATRIX™ coincidente en las fracciones 10-12 (Figura 13 B). La proteina
en el politopo r6K6H mezclado con CDL y DPL ISCOMATRIX™ a pH 4,3 se encontro CASI TODA en las fracciones
que coinciden con ISCOMATRIX™ que indica una asociacidon casi completa (Figura 13 D, F). El politopo r6K6H
mezclado con DPPC ISCOMATRIX™ se encontré predominantemente en las fracciones 1-7 con pocos indicios de
de asociacioén. El politopo r6K6H mezclado con CHL ISCOMATRIX™ mostrd patrones de asociacion similares para
DPPC y CDL ISCOMATRIX™ estandar tanto a pH 7 como a pH 4,3. La proteina se encontré6 en cantidades
aproximadamente iguales en las fracciones 1—4 no asociada y 5-10 coincidente con el pico de ISCOMATRIX™ que
indica asociacion (Figura 13 H, I, J).

Estos resultados muestran que el politopo: utilizado aqui no se asociaria con la ISCOMATRIX™ estandar, incluso
con la adicién de 6K. La asociacion podria lograrse usando ISCOMATRIX™ modificado y la capacidad para
asociarse con estas formulaciones se incrementé mediante la utilizacion de un pH bajo. La combinacién de
ISCOMATRIX™ modificad y pH bajo dio como resultado una asociacion tan buena, o mejor, como la de CHL
ISCOMATRIX™ 6H, que no se incremento por el uso de ISCOMATRIX™ modificado o pH bajo.

Ejemplo 17
Inmunizacién de ratones con formulaciones de Iscomatrix™ asociado con politopo:

Se inmunizé a tres ratones BALB/c por via subcutanea en la base de la cola con 0,1 ml DE ISCOMATRIX™
asociado que contiene 6 pyg de ISCOPREP™ 703 y entre 3,5 ug y 5 ug de proteina.

Los ensayos de CTL se realizaron de acuerdo con el método de Elliott et al. (1999) Brevemente, los esplenocitos de
cada bazo se retiraron el dia 14 y se cultivaron en 1 ml de medio a 5 X1 0° células/ml, en una placa de 24 pocillos,
junto con 1 pg/ml de los péptidos individuales (4 péptidos/bazo) en un incubador humidificado a 37 °C. El dia 3, se
afiadié 1 ml de medio fresco y después adicionalmente se realizé reestimulacion in vitro el dia 7 mediante la adicion
de células P815 irradiadas (800 rad) sensibilizadas con péptido (10 pug/ml, 1 h a 37 1C, 2 lavados) en una relacion
entre el respondedor y el estimulador de 20: 1 a2 X 10° efectores/pocillo. El procedimiento se repitié dos veces mas
a intervalos de 7 dias y se utilizaron cultivos a granel como efectores 6 dias después en un ensayo estandar de
liberacién de cromo de 6 horas. El medio contenia RPMI 1640 suplementado con 10 % de FCS (QIMR), 2-
mercaptoetanol 5 X 107° M, glutamina 2 mM vy los antlblotlcos penicilina/estreptomicina. Las células diana eran
células P815 sensibilizadas con el péptido marcado con *cr y no sensibilizadas (control). La relacién de efector:
diana fue 50, 10 y 2 a 1. Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos de fondo redondo por duplicado.

El CDL ISCOMATRIX™ asociado con el politopo réK6H a pH 4,3 indujo respuestas de CTL en 3/3 ratones para los
epitopos SYI, YPH y RPQ y en 1/3 para el epitopo TYQ (Figura 14A). El CHL ISCOMATRIX™ asociado con r6H
indujo respuestas de CTL en 3/3 ratones para los epitopos SYI, YPH y RPQ y en 2/3 para el epitopo TYQ (Figura
14B). Ambas formulaciones indujeron respuestas muy bajas al epitopo TYQ.

Estos resultados muestran que las respuestas de CTL pueden inducirse usando CDL ISCOMATRIX™ asociado con
el politopo r6K6H a pH 4,3 y son comparables a las respuestas con CHL ISCOMATRIX™ asociado con r6H a pH 7.

Ejemplo 18
Preparacion liposomas de DPPC y DPL con proteina cargada negativamente de forma natural: E6E7

Los liposomas se prepararon de acuerdo con el método de Talsma y Crommelin (1992). Brevemente, el ®H colesterol
se disolvid en metanol, cloroformo y, después, se afiadieron lipidos y se dejéo que se formaran los liposomas
mediante evaporacion del disolvente en un matraz rotatorio con agitacion suave. Los lipidos utilizados fueron DPPC
estandar y el DPL cargado negativamente. Después se afiadi6 EGE7 a los liposomas y la mezcla se sometio a
ultrasonidos y después se extruy6 a través de una aguja 26G. Los liposomas tenian el aspecto tipico mediante
microscopia electrénica.

Después de la formulacion, las preparaciones se purificaron en un gradiente de sacarosa (de 10 a 50 % de sacarosa
p/v) y se analizaron las fracciones con respecto a la proteina e ISCOMATRIX™ (Figura 15). La proteina se detecto
mediante un EIA de tlpo sandwich usando anticuerpos monoclonales. ISCOMATRIX™ se determind mediante la
deteccion de colesterol >H.

La EBE7 en los liposomas de DPPC se encontré predominantemente en las fracciones 1-3 pero habia muy poco en
el gradiente que indicaba que la proteina habia precipitado (Figura 15A). La proteina que estaba presente
probablemente no estaba asociada con el liposoma que se encontré en las fracciones 2-4. La EGE7 en el liposoma
DPL se encontré a lo largo del gradiente coincidiendo con el liposoma, que también se encontré a lo largo del
gradiente (Figura 15B). La difusion de la formulacion a lo largo del gradiente era, probablemente, indicativa de una
gama de tamarfios de los liposomas pero casi la totalidad de la proteina parece estar asociada con los liposomas.
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Estos resultados muestran que los lipidos cargados negativamente se pueden utilizar en los liposomas para permitir
la asociacion con una proteina cargada negativamente que no se asociaria con liposomas estandar.

Los expertos en la técnica apreciaran que la invencion descrita en el presente documento es susceptible de
variaciones y modificaciones distintas de las descritas especificamente. Debe entenderse que la invencion incluye
todas estas variaciones y modificaciones. La invencion incluye también todas las etapas, caracteristicas,
composiciones y compuestos mencionados o indicados en esta memoria descriptiva, individual o colectivamente, y
cualquier y todas las combinaciones de dos cualesquiera dos o0 mas de dichas etapas o caracteristicas.

Tabla 2 Analisis de citocinas de Iscomatrix™ asociado con EGE7

Estimulado con | Concentracion ug Citocina pg/ml
alFN IL5
GSTE7 5 7400 140
GSTE7 1 1050 85
ConA 0,4 2130 74
RPMI - <30 4
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REIVINDICACIONES

1. Un método de fabricar un complejo inmunogénico asociado electrostaticamente que comprende un complejo
organico cargado negativamente y un antigeno cargado positivamente, que consiste esencialmente en mezclar:

(A) un complejo organico cargado negativamente preformado que comprende una saponina y
(B) un antigeno cargado positivamente aislado,

formando de este modo un complejo inmunogénico donde dicho complejo organico y el antigeno estan asociados
por interaccion electrostatica.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde dicho antigeno es una proteina o comprende una region
peptidica.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, donde el complejo organico preformado
comprende ademas un fosfolipido.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, donde dicho fosfolipido es un fosfoglicérido, seleccionado
opcionalmente del grupo que consiste en fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, acido fosfatidico y cardiolipina.

5. El método de acuerdo con la reivindicacién 3, donde dicho fosfolipido es lipido A, seleccionado opcionalmente del
grupo que consiste en difosforil lipido A y monofosforil lipido A.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde:

(a) dicho complejo inmunogénico induce una respuesta de linfocitos T citotéxicos cuando se administra a un
mamifero;

(b) dicho antigeno se modifica para aumentar el grado de su carga positiva; y/o

(c) dicho complejo organico preformado se modifica para aumentar el grado de su carga negativa.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, donde dicho antigeno se modifica mediante la adicion de polilisina
y/o arginina.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde dicho complejo organico
preformado es un complejo cargado negativamente que se modifica para aumentar el grado de su carga negativa.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde dicho antigeno no comprende una
region hidréfoba.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde el complejo organico preformado
comprende ademas colesterol.

11. Una composicién de vacuna que comprende como componente activo un vehiculo cargado negativamente que
comprende saponina y un antigeno cargado positivamente, donde el vehiculo y el antigeno estan asociados
electrostaticamente, junto con uno o mas vehiculos y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

12. Un método de formar un complejo inmunogénico que comprende un complejo organico cargado negativamente y
un antigeno cargado positivamente, comprendiendo el método la selecciéon de un complejo organico, la modificacion
del complejo organico para aumentar su carga negativa y haciendo reaccionar el antigeno con un complejo organico,
que comprende una saponina.

13. Un método segun la reivindicacion 12, que comprende ademas la etapa de aumentar la carga positiva del
antigeno antes de la reaccion del antigeno con el complejo organico.
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% Lisis especifica
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M1 M2
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1 DPL ISCOMATRIX™

4 2 1 05 43 245121 6

E:T Ratios

M1 M2

B. E6E7 +
' DPPC

35 167 83 4 31 155 75 37

Proporciones E:T

Figura 7
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(Unidades fluor.)

DPH

(Unidades fluor.)

DPH

ES 2 572 834 T3

A O
Proteina DPH

Politopo PAL  |[SCOM™

90 : ] 20
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70j
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50+

401 18
30 14
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T T T LT —0
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50- | q 0,34
. 1 032
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301 \/ “\ ‘\‘_‘ 1o2e6
Osp- 1024

201 an ]
X o 1 0,22
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% Lisis especifica

% Lisis especifica

80+

60

20

ES 2 572 834 T3

TYQRTRALV (<400>6)

M1 ‘ M2 M3

50 10 2 50 10 2 50 10 2

Proporciones E:T

SYIPSAEKI (<400>7) ,

M1 M2 M3

1] L] v

50 10 2 50 10 2 50 10 2
Proporciones E: T

Figura 12a (i)
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% Lisis especifica

% Lisis especifica

ES 2 572 834

T3

YPHFMPTNL (<400>4)
] M M2 M3
604
40
20
0 50 10 2 50 10 2 50 10 2
Proporciones E: T
RPQASGVYM (<400>5)
80 M1 o -
60 -
40 A
204
e 10 2 50 10 2 50 10 2

Proporciones E:T
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% Lisis especifica
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TYQRTRALV (<400>6)
BO-J M1 M2 M3
607
407
20+

40 8 1.6 40 8 1.6

Proporciones E: T

SYIPSAEKI (<400>7)
804 M1 M2 M3
60+
40-
20'j

25 | 5 " 25 5 1

Proporciones E: T

Figura 12b (1)

54



% Lisis especifica

% Lisis especifica
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60

404
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25 5 1 25 5 1

Proporciones E: T
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B 25\ s g~, e .14 o 25 5 | 1
Proporciones E: T

Figura 12b (ii)
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% Lisis especifica

% Lisis especifica

807

80 -

60~

40 -

ES 2 572 834 T3

TYQRTRALV (<400>6)

M1

M2 M3

50 10 .2 50 10 2

Proporciones E:T

SYIPSAEKI (<400>7)
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M2 ' M3

y Y T #—%

10 2 50 10 2
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Figura 12c (i)
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Proporciones E:T
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% Lisis especifica

% Lisis especifica
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ES 2 572 834 T3

TYQRTRALVY (<400>6)

M1

M2 M3

80

]
60 -
40 -

20

25
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25 5 1 25 5 1

Proporciones E:T

SYIPSAEKI (<400>7)

1

M2 M3

25

(i 8

q: L) L i \J 1) ¥

25 5 25 5 1
Proporciones E:T
Figura 12d (i)
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YPHFMPTNL (2400>4)

80 M1 M2 M3
60 -

40 -

% Lisis especifiéa

201

v 7 ¥ T _#ﬁ——‘
25 5 1 25 & 1 25 5 1

Proporciones E:T

RPQASGVYM (<400>5)

e.oT M1 ' Mz M3

604
404

20-

% Lisis especifica

- 25 e s )
Proporciones E:T

Figura 124 (ii)
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Politopo r6K6H +
DPPC ISCOMATRIX™pH7

A-A-A-A

14,0
25001 \ / 135
20001 \ 13,0 _
5 o j25 2
£ 1500 § T
T A 120 &
A 8
1000- \ 115 =
/A fro
500- N
¥
ol 4=4:4
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Fraccién (sacarosa 10-50% p/v)
Figura 13a
Polito_po I:GKG_H +
DPPC ISCOMATRIX™pH4.3
25007 A-a--A, 74,0
] \_ -'] 3,5
_ 2000 130
E ‘ g
& 15001 H 12 =
1000+ 11,5 g
A\ i
so0] / R
,.,‘ ) /‘ -.| 0,5
[ L S 90
0 24 6 810 12 14 16 18 20 22
Fraccion (sacarosa 10-50% p/v)
Figura 13b
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Politopo r6K6H +
CDL ISCOMATRIX™pH7
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35001 3,5
_.. 30001 / 130
E | 1 ) m .
g 2500 \ 125 =
T 2000+ '20 %
" 4500 1708
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/ e 10,5
0- '*l.. L T L L3 ¥ = L 0!0
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Fraccion (sacarosa 10-50% p/v)
Figura 13cC
Politopo réK6H +
CDL ISCOMATRIX™pH4.3
3000+ \ -“\ 14,0
) ]
2500 135
- 1 13,0
E 20001 ] 2
g ] ) 125 =
=~ | B o
- 1500 2,0 T
™ _ ] »
1000 / 1,5 Z
11,0
500+ ’
\\. 10,5
WIS ad—— = =T U RN
0 2 4 6 810 12 14 16 18 20 22
Fraccion (sacarosa 10-50% p/v)
Figura 13d
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SH (cpm)

3H (cpm)
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° A-
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Politopo r6K6H +

DPL ISCOMATRIX™pH7
150 A ' 7140
W \ 135
\ " {30
100" \ - 2,5 §
4 , 120 &
- . - §'
50. ' 1,6 =
/ : 11,0
4 o, o5
ofopaceee T et 100
0 2 4 6 810 12 14 16 18 20 22
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Figura 13e
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80 ‘4,0
A 3
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60 13,0
] 5
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401 12,0 g
v 15 7
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Figura 13f
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(Unidades fluor.)

DPH
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DPH Hexahis

Politopo réH+ DPPC ISCOMATRIX™

1201 13,0
1 A~a _
1001 /A 12°
80 ‘\4 | 120 g
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o ) f1s 3
' 11,0 %
401 A -
' _c/ \ {05
201
| 0-pe0-0 \4#?3;%1& 0,0
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Fraccion (sacarosa 20-60% p/v)
Figura 13g
Politopo réH+ ISCOMATRIX™  quelante
601 3,0
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50" \‘\ A ‘\& 12°
AN lo g
40 - \ 2
Q 115 @
30 ' =
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10- S = 1Y)
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( PY) Figura 13h
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Politopo réH+ CDL ISCOMATRIX™pH7
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= 1500 120 %
L ' 1 5
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1000+ _ 1 @
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Fraccion (sacarosa 10-50% p/v)
Figura 13i
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1 125 =
g 2000 T
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T 15004 5
m { 11.5 =.
) n
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Figura 13j
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Figura 13k
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Figura 14a
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% Lisis especifica

% Lisis especifica

ES 2 572 834 T3

TYQRTRALV ‘ (<400>6)
60+ M1 M2 M3
40 -

20

40 8 1,6 40 8 16 40 8 18

Proporciones E:T

SYIPSAEKI (<400>7)
60 ] M1 M2 M3
40
20 ;
-

Proporciones E:T

Figura l4a (i)
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% Lisis especifica

% Lisis especifica ;
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YPHFMPTNL (<400>4)

60

M1 M2 M3

&
o
i

40 8 16 40 8 16 40 8 16
Proporciones E:T
RPQASGVYM (<400>5)
604 M1 M2 ‘M3

. 404

40 8 1,6 40 8 16 40 8 16

Proporciones E:T

Figura l4a (i)
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% Lisis especifica

% Lisis especifica

60 -

60 -
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TYQRTRALV

M1

SYIPSAEKI

M1

(<400>6)

M2 M3

40 1,6 40 8 1,6

Proporciones E:T

(<400>7)

M2 M3

40 8 18 40 8 168

Proporciones E:T

Figura 14D (i)
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% Lisis especifica

’

% Lisis especifica

ES 2 572 834 T3

YPHFMPTNL (<400>4)

60 - M1 M2 M3

40 -

40 8 1,6 40 8 1,6

Proporciones E:T

RPQASGVYM (<400}5)
807 M1 M2 M3
40-‘
20-
.-

40 8 16 40 8 16

Proporciones E:T

Figura 14b (ii)
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%H Proteina

Liposomas que contienen DPPC

300000 o & ' 1 2,0
1 J
250000-T 15 a?
200000 - &
] {10 2

150000 - '
100000 1 \ | 1os

50000 - N ]
5 R~ TV RS ol Y
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Fraccion (sacarosa 10-50% p/v)

Figura 15a
Liposomas que contienen DPL
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e 420 =3
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0 A e — A Dlo
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Fraccion (sacarosa 10-50% p/v)

Figura 15b
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