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DESCRIPCION
Métodos y composiciones de formulacion liposomal de antigenos y usos de los mismos
Declaracion relativa a la investigacion patrocinada por el estado

El gobierno de Estados Unidos tiene una licencia pagada en la presente invencion y el derecho, en circunstancias
limitadas, de exigir al titular de la patente que otorgue la licencia a terceros en términos razonables de acuerdo con
lo previsto en los términos de Subvencion n.° 1R43AI077119-01 del Instituto Nacional de Alergia y Enfermedades
Infecciosas (NIH); Subvencion n.° NIH R01 GM061851; Institutos Nacionales de Sanidad, Universidad de California,
San Francisco - Instituto Gladstone del Centro de Virologia e Inmunologia para la Investigacion del SIDA, P30-
Al027763; y el numero de contrato de beca de graduado del Departamento de Seguridad Nacional de EE.UU. DE-
AC05-000R22750.

Antecedentes de la invencion

La siguiente descripcion de los antecedentes de la invencion se proporciona meramente para ayudar al lector a
comprender la invencion, y no se admite que describa ni constituya la técnica anterior a la presente invencion.

Los liposomas son vesiculas formadas por una ("unilamelares”) o mas ("multilamelares") capas de fosfolipido.
Debido al caracter anfipatico de los componentes basicos de los fosfolipidos, los liposomas normalmente
comprenden una capa hidréfila que presenta una cara externa hidréfila y que encierra un nuacleo hidréfilo. La
versatilidad de los liposomas en la incorporacién de los componentes hidroéfilos/hidrofobos, su naturaleza no toxica,
biodegradabilidad, biocompatibilidad, capacidad adyuvante, induccion de la inmunidad celular, propiedad de
liberacion sostenida y absorcion rapida por los macréfagos, los convierte en candidatos atractivos para la
administracion de antigenos.

Los liposomas han demostrado inducir tanto la inmunidad humoral como la mediada por células a una gran variedad
de bacterias, protozoos, antigenos de células virales y tumorales. Aunque hace mucho tiempo que se ha anticipado
el uso generalizado de vacunas liposomales, solo unas cuantas de dichas vacunas se han desarrollado
comercialmente. La accion inmunoadyuvante de los liposomas depende de varias caracteristicas estructurales.
Dichas caracteristicas incluyen la conformacion tridimensional del antigeno que es presentado por el liposoma, que
no siempre puede imitar la conformacién natural del antigeno.

Por ejemplo, la region proximal de membrana (MPR) de gp41 del VIH, un segmento compuesto de
aproximadamente 35 aminoacidos N-terminales al dominio transmembrana, se ha considerado una diana deseable
para la vacuna, ya que se ha conservado bien a través de los clados virales y es esencial para la fusion de la célula
y el virus. Sin embargo, los esfuerzos realizados hasta la fecha no han logrado generar una respuesta inmune util, y
los intentos de presentar epitopos estructuralmente limitados, ya sea conjugados a proteinas portadoras o injertados
sobre construcciones recombinantes, no han generado anticuerpos neutralizantes. Ademas de la falta de consenso
en cuanto a la estructura epitdpica, la inmunogenicidad relativamente débil de la MPR puede dar lugar a respuestas
inmunes frente a inmundgenos recombinantes de la envoltura dirigidos a regiones inmunodominantes de gp41 que
enmascaran la MPR del reconocimiento de los anticuerpos.

Ademas, dichas caracteristicas también pueden incluir factores que controlan el destino de las vesiculas in vivo. Los
métodos de asociacion de un antigeno con un liposoma antes de la formacién del liposoma suelen exponer al
antigeno a los detergentes y/o los disolventes organicos. Por el contrario, los métodos de asociacion de un antigeno
con un liposoma tras la formacién pueden exponer al liposoma a tratamientos quimicos desfavorables. Los
liposomas pueden ser eliminados rapidamente por el sistema reticuloendotelial y los macréfagos, lo que reduce la
eficacia del liposoma como vacuna.

Sigue existiendo en la técnica la necesidad de métodos y de composiciones que puedan proporcionar vacunas
liposomales que administren antigenos de una manera util para estimular una respuesta inmune.

Breve sumario de la invencion

Es un objeto de la invencién proporcionar composiciones de vacunas liposomales, métodos de fabricacion de las
mismas y métodos de uso de las mismas para estimular una respuesta inmune en un animal.

En un aspecto, la invencion se refiere a una composiciéon que comprende uno o mas polipéptidos o hidratos de
carbono inmunogénicos de interés. Las composiciones de la presente invencién comprenden:

a) un vehiculo acuoso;
b) liposomas que comprenden:

(i) dimiristoilfosfatidilcolina ("DMPC"),
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(ii) dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG"), dimiristoiltrimetilamonio-propano ("DMTAP"), o tanto DMPG como
DMTAP, y
(iii) al menos un derivado de esterol; y

¢) uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos unidos de manera covalente a entre el 1 % y el
100 % de dicho al menos un derivado de esterol.

Y en un aspecto relacionado, la invenciéon se refiere a una composiciéon que comprende uno o mas polipéptidos o
hidratos de carbono inmunogénicos de interés. Las composiciones de la presente invencion comprenden:

a) un vehiculo acuoso;
b) liposomas que comprenden:

(i) dimiristoilfosfatidilcolina ("DMPC"),

(ii) dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG"), dimiristoiltrimetilamonio-propano ("DMTAP"), o tanto DMPG como
DMTAP, y

(iii) al menos un derivado de esterol reactivo;

en la que entre el 1 % y el 100 % de dicho al menos un derivado de esterol comprende un resto funcional de manera
covalente unido al mismo, estando dicho resto funcional seleccionado del grupo que consiste en un grupo reactivo
con amina, un grupo reactivo con sulfhidrilo, un grupo reactivo con carboxilo, un grupo reactivo por fotoafinidad, un
grupo de unién a arginina y un grupo reactivo con carbonilo.

Por razones de conveniencia, el/los lipido/s seleccionado/s en la parte (ii) anterior se denominaran a continuacion
DMPG/DMTAP, pretendiendo significar DMPG, DMTAP, o una mezcla de los dos. En ciertas realizaciones, los
porcentajes relativos de DMPC, DMPG/DMTAP y derivado de esterol son del 50 % al 98 % de DMPC: del 1 % al
25 % de DMPG/DMTAP: del 1 % al 25 % de derivado de esterol, y en ciertas otras realizaciones, del 70 % al 98 %
de DMPC: del 1 % al 15 % de DMPG/DMTAP:del 1 % a 15 % de derivado de esterol. Esto no pretende implicar que
no haya otros componentes presentes en el liposoma; sino que, mas bien, estos representan los porcentajes
relativos de DMPC, DMPG/DMTAP y derivado de esterol en una base molar con respecto a otra. En ciertas
realizaciones, un liposoma también puede contener uno o mas componentes adicionales que son bien conocidos en
la técnica, tales como peptidoglicano, lipopéptido, lipopolisacarido, monofosforil lipido A, acido lipoteicoico,
resiquimod, imiquimod, flagelina, oligonucledtidos que contienen motivos CpG no metilados, a-galactosilceramida,
muramil dipéptido, acido all-trans-retinoico, ARN viral bicatenario, proteinas de choque térmico, bromuro de
dioctadecildimetilamonio, tensioactivos cationicos, agonistas de los receptores de tipo toll, dimiristoiltrimetilamonio-
propano y agonistas del receptor de tipo nod.

En realizaciones preferidas, estos porcentajes relativos son del 70 % al 85 % de DMPC: del 5% al 15% de
DMPG/DMTAP: del 10 % al 15 % de derivado de esterol, y mas preferentemente, del aproximadamente 75 % de
DMPC, aproximadamente el 10 % de DMPG/DMTAP y aproximadamente el 15 % de derivado de esterol. El término
"aproximadamente" como se usa en el presente documento, en este contexto, se refiere a + 10 % de una medicién
dada. Se prefiere particularmente el DMPG como el lipido seleccionado de la parte (ii) anterior.

La expresion "derivado de esterol", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier molécula que tiene
la estructura anular de 4 miembros caracteristica de los esteroides y una sustitucion de hidroxilo (-OH) o éster (-OR)
en la posicion del atomo de carbono 3, sirviendo algunos o todos ellos como ancla para la unién de un polipéptido o
hidrato de carbono inmunogénico a un liposoma:

12 17

El experto en la materia entendera que un derivado de esterol puede estar sustituido ademas en uno o mas de los
otros atomos de carbonos de los anillos, y que también puede contener varios enlaces dobles en los anillos. En
ciertas realizaciones, un derivado de esterol es un derivado en el que el polipéptido o hidrato de carbono
inmunogénico esta unido de manera covalente a la estructura anular esteroide a través de la posicion del atomo de
carbono 3 o a través de la posicion del atomo de carbono 17. Los derivados de esterol preferidos incluyen derivados
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de colesterol, cloroformiato de colesterilo, estigmasterol, sitosterol, ergosterol, lanosterol, desmosterol y campesterol.
Esta lista no pretende ser limitante.

En realizaciones preferidas, estos derivados de esterol son derivados de colesterol. Un derivado de colesterol esta
sustituido en las posiciones de los atomos de carbono 8, 10 y 13 con grupos metilo y contiene un doble enlace en la
posicion del atomo de carbono 5,6. Lo mas preferentemente, los derivados de esterol tienen la siguiente estructura:

G,

=
-,
=

R

en la que: uno de R1 0 R2 es un enlace covalente con un polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico,
en la que si R1 es dicho enlace covalente con dicho polipéptido, R2es Hy
si R2 es dicho enlace covalente con dicho polipéptido inmunogénico, R1 es -CH2-CH2-CH2-C(H)(CHa)s.

En realizaciones particularmente preferidas, R1 es -CH,-CH2-C(O)-X, en la que X es un polipéptido o hidrato de
carbono inmunogénico, y R2 es H. En otras realizaciones particularmente preferidas, R1 es -CHx-CH2-CHz-
C(H)(CHa)2, y R2 es -C(O)-CH2-CH2-C(O)-X, en la que X es un polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico.

En otras realizaciones preferidas, estos derivados de esterol son derivados de colesterol. Un derivado de colesterol
esta sustituido en las posiciones de los atomos de carbono 8, 10 y 13 con grupos metilo y contiene un doble enlace
en la posicion del atomo de carbono 5,6. Lo mas preferentemente, los derivados de esterol tienen la siguiente
estructura:

h%
% ___R1

o)
I

A2

en la que:

uno de R1 o R2 comprende un resto funcional unido de manera covalente al mismo, en el que dicho resto funcional
se selecciona del grupo que consiste en un grupo enlazador con amina, un grupo enlazador con sulfhidrilo, un grupo
enlazador con carboxilo, un grupo enlazador por fotoafinidad, un grupo enlazador con arginina y un grupo enlazador
con carbonilo, y en la que si R1 es dicho resto funcional, R2 es Hy

si R2 es dicho resto funcional, R1 es -CH,-CH,-CH,-C(H)(CHj3)a.

En ciertas realizaciones, el liposoma se proporciona en un intervalo de tamafios medios en particular, pues el
tamafo puede afectar a la eficacia con la que son absorbidos los liposomas cuando se administran por via mucosa
y/o se eliminan cuando se administran por via intravenosa. El tamafio de los liposomas se puede determinar
mediante métodos bien conocidos en la técnica, incluyendo la espectroscopia de correlacion de fotones, la
dispersion de luz dinamica, etc. En realizaciones preferidas, los liposomas son sustancialmente de entre 50 y 500
nm de diametro, mas preferentemente sustancialmente de entre 50 y 200 nm de diametro, y lo mas preferentemente
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sustancialmente de entre 50 y 150 nm de diametro. El término "sustancialmente" como se usa en el presente
documento, en este contexto, significa que al menos el 75 %, mas preferentemente el 80% y lo mas
preferentemente al menos el 90 % de los liposomas estan en el intervalo designado.

Como se ha sefialado anteriormente, parte o todo un derivado de esteroide que es una parte constituyente del
liposoma sirve como un ancla para la union de un polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico con un liposoma.
En realizaciones preferidas, dicho uno o mas polipéptidos inmunogénicos estan unidos de manera covalente a entre
aproximadamente el 1 % y aproximadamente el 25 % del/de los derivado/s de esterol, y lo mas preferentemente a
entre aproximadamente el 5% y el 10 % del/de los derivado/s de esterol. El término "aproximadamente” como se
usa en el presente documento, en este contexto, se refiere a + 20 % de un porcentaje citado.

Como también se ha sefialado anteriormente, los liposomas de la presente invencion también pueden comprender
uno o mas componentes adicionales tales como peptidoglicano, lipopéptido, lipopolisacarido, monofosforil lipido A,
acido lipoteicoico, resiquimod, imiquimod, flagelina, oligonucledtidos que contienen motivos CpG no metilados, a-
galactosilceramida, muramil dipéptido, acido all-trans retinoico, ARN viral bicatenario, proteinas de choque térmico,
bromuro de dioctadecildimetilamonio, dimiristoiltrimetilamonio-propano, tensioactivos catidnicos, agonistas de los
receptores de tipo toll y agonistas de los receptores de tipo nod. Estos componentes adicionales pueden servir como
materiales adyuvantes adicionales. En ciertas realizaciones, el porcentaje relativo de dicho componente adicional es
inferior al 10 % del total de DMPC, DMPG/DMTAP y derivado de esterol en una base molar. Mas preferentemente, el
porcentaje relativo de dicho componente adicional es inferior al 2 % del total de DMPC, DMPG/DMTAP y derivado
de esterol en una base molar, y mas preferentemente inferior al 1 % del total de DMPC, DMPG/DMTAP y derivado
de esterol en una base molar.

Los métodos de unidn covalente de un polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico con un derivado de esterol
son bien conocidos en la técnica. Los agentes quimicos de reticulacion se describen en numerosos libros y
catalogos. Véase, por ejemplo, Wong, “Chemistry of Protein Conjugation and Cross-linking”, CRC Press, Boca
Raton, Fla., 1991. Estos reactivos suelen emplear grupos funcionales que se acoplan a cadenas laterales de
aminoacidos de los péptidos. Los restos que pueden ser dianas usando un agente de reticulacion incluyen aminas
primarias y €-aminas, sulfhidrilos, carbonilos, hidroxilos y acidos carboxilicos. Ademas, muchos grupos reactivos
pueden acoplarse de manera no selectiva usando un agente de reticulacion tal como fenilazidas fotorreactivas.

En el caso del/de los polipéptido/s inmunogénico/s, estos pueden estar preferentemente unidos de manera covalente
a uno o mas derivados de esterol a través de uno o mas de los siguientes: un resto de lisina del/de los polipéptido/s
inmunogénico/s, a través de un resto de cisteina del/de los polipéptido/s inmunogénico/s, a través de un resto de
aspartato del/de los polipéptido/s inmunogénico/s, a través de un resto de glutamato del/de los polipéptido/s
inmunogénico/s, a través de un resto de serina del/de los polipéptido/s inmunogénico/s, a través de un resto de
treonina del/de los polipéptido/s inmunogénico/s, a través de una amina N-terminal del/de los polipéptido/s
inmunogénico/s y/o a través de un carboxilo C-terminal del/de los polipéptido/s inmunogénico/s. En el caso de los
hidratos de carbono inmunogénicos, estos pueden estar preferentemente unidos de manera covalente a través de
un hidroxilo del hidrato de carbono inmunogénico.

Un enlace covalente entre un polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico y un derivado de esterol puede ser tan
corto como un enlace covalente entre un atomo del anillo de esterol o un atomo de la cadena lateral de esterol, pero
preferentemente proporciona uno o mas atomos enlazadores que conectan el polipéptido o hidrato de carbono
inmunogénico con el derivado de esterol. Los enlaces preferidos son alquileno C+.1¢ de cadena lineal o ramificada
que comprende de 0 a 4 heteroatomos en la cadena principal (es decir, no sustituyentes), opcionalmente sustituidos
con de 1 a 4 sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo C1s de cadena
lineal o ramificada, halégeno, alcoxi C1.6, -NO2, -NH2, =0, -OH, -CH;OH, trihalometilo, -C(O)NH; y -C(O)(OR4) en el
que R4 es H o alquilo Cy.s.

En ciertas circunstancias, puede ser ventajosa la inclusién de partes poliméricas (por ejemplo, homopolimeros de
polietilenglicol ("PEG"), homopolimeros de polipropilenglicol, otros 6xidos de polialquileno, 6xidos de bis-polietileno y
copolimeros o copolimeros de bloque de poli(6xidos de alquileno)) en agentes de reticulacion. Véase, por ejemplo,
las patentes de EE.UU. n.° 5.643.575, 5.672.662, 5.705.153, 5.730.990, 5.902.588 y 5.932.462; Fleiner et al.,
Bioconjug. Chem. 12 (4), 470-75, 2001; y Topchieva et al., Bioconjug. Chem. 6:380-8, 1995). Un enlace preferido a
entre un polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico y un derivado de esterol comprende un resto de (6xido de
alquileno), que tiene una longitud promedio n de entre 40 y 1.000. Los 6xidos de polialquileno adecuados incluyen,
pero sin limitacion, homopolimeros y copolimeros que comprenden 6xido de metileno, 6xido de etileno, éxido de
propileno, 6xido de isopropileno y éxido de butileno.

En realizaciones particularmente preferidas, un enlace covalente entre un polipéptido o un hidrato de carbono
inmunogénico y un derivado de esterol tiene la estructura St-R3-X, en la que:

St es un atomo de anillo del derivado de esterol;
R3 es alquilo Co.1¢ de cadena lineal o ramificada, o alquilo Co.12 de cadena lineal o ramificada-(6xido de
alquileno)-alquilo Co.12 de cadena lineal o ramificada, en el que n es de media entre 40 y 1.000;



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 593 862 T3

cada uno de dicho alquilo de cadena lineal o ramificada comprende de 0 a 4 heteroatomos por cadena y uno o
mas sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en halégeno, trihalometilo, -alcoxi
C1.6, -NOg, -NH>, -OH, -CH,0OH, -CONH; y -C(O)(OR4), en el que R4 es H o alquilo C1.3; ¥

X es un atomo del polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico.

En la preparacion de los derivados de esterol unidos a polipéptidos inmunogénicos, es ventajoso preparar un
derivado de esterol intermedio en el que la quimica de enlace termine en un grupo reactivo que forme un enlace
covalente con un pareja reactiva en el polipéptido inmunogénico de interés. Como se ha descrito anteriormente, las
parejas reactivas adecuadas incluyen aminas libres, sulfhidrilos, carboxilos, argininas, carbonilos, etc. Por lo tanto,
en otro aspecto, la presente invencion también se refiere a derivados de esterol reactivos.

En realizaciones preferidas, estos derivados de esterol reactivos son derivados de colesterol. Un derivado de
colesterol esta sustituido en las posiciones de los atomos de carbono 8, 10 y 13 con grupos metilo y contiene un
doble enlace en la posicion del atomo de carbono 5,6. Lo mas preferentemente, los derivados de esterol tienen la
siguiente estructura:

%

R1

en la que:

uno de R1 0 R2 es un enlace covalente que comprende un grupo reactivo que reacciona para formar un enlace
covalente con una pareja reactiva en un polipéptido inmunogénico de interés, en el que si R1 es dicho enlace
covalente con dicho polipéptido, R2 es H, y

si R2 es dicho enlace covalente con dicho polipéptido inmunogénico, R1 es -CH2-CH2-CH2-C(H)(CHa)s.

En realizaciones particularmente preferidas, R1 es -CH2-CH,-C(O)-GR, en el que GR es un grupo reactivo, y R2 es
H. En otras realizaciones particularmente preferidas, R1 es -CH;-CH2-CH2-C(H)(CHas)2, y R2 es -C(O)-CH,-CHz-
C(0)-GR, en el que GR es un grupo reactivo. Los grupos reactivos preferidos se seleccionan del grupo que consiste
en imidoésteres, ésteres de N-hidroxisuccinimidilo ("NHS"), maleimidas, haluros de alquilo, haluros de arilo, a-
haloacilos, disulfuros de piridilo, carbodiimidas, glioxales, aminas, hidrazidas y arilazidas. Véase, por ejemplo, Wong,
“Chemistry of Protein Conjugation and Cross-linking”, CRC Press, Boca Raton, Fla., 1991.

Un enlace covalente entre un derivado de esterol y un grupo reactivo puede ser tan corto como un enlace covalente
entre un atomo del anillo de esterol o un atomo de la cadena lateral de esterol, pero proporciona preferentemente
uno o mas atomos enlazadores que conectan el atomo del anillo de esterol o el atomo de la cadena lateral de esterol
con el grupo reactivo. Los enlaces preferidos son alquileno C1.1g de cadena lineal o ramificada que comprende de 0
a 4 heteroatomos en la cadena principal (es decir, no sustituyentes), opcionalmente sustituidos con de 1 a 4
sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo C1s cadena lineal o ramificada,
halégeno, alcoxi Ci.6, -NO2, -NHy, =0, -OH, -CH;OH, trihalometilo -C(O)NH; y -C(O)(OR4), en el que R4 es H o
alquilo C1.s.

En otras realizaciones preferidas, un enlace covalente entre un derivado de esterol y un grupo reactivo tiene la
estructura St-R3-GR, en la que:

St es un atomo del anillo del derivado de esterol;

R3 es alquilo Co.1¢ de cadena lineal o ramificada, o alquilo Co.12 de cadena lineal o ramificada-(6xido de
alquileno)-alquilo Co.12 de cadena lineal o ramificada, en el que n es de media entre 40 y 1.000;

cada uno de dicho alquilo de cadena lineal o ramificada comprende de 0 a 4 heteroatomos y uno o mas
sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en halégeno, trihalometilo, -alcoxi Ci.s,



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 593 862 T3

-NOg, -NHa, -OH, -CH,0OH, -CONH, y -C(O)(OR4), en el que R4 es H o alquilo C1.3; y
GR es un grupo reactivo.

En otro aspecto, la invencion se refiere a métodos de preparacién de composiciones que comprenden uno o mas
polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos de interés. Estos métodos comprenden:

(a) acoplar de manera covalente uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos a uno o mas
derivados de esterol para proporcionar uno o mas derivados de esterol conjugados; y
(b) combinar

(i) dimiristoilfosfatidilcolina ("DMPC"),

(ii) dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG"), dimiristoiltrimetilamonio-propano ("DMTAP"), o tanto DMPG como
DMTAP, y

(iii) uno o mas derivados de esterol, siendo entre el 1 % y el 100 % de dicho/s derivado/s de esterol dicho/s
derivado/s de esterol conjugado/s;

para proporcionar una mezcla de lipidos; y
(c) preparar liposomas a partir de dicha mezcla de lipidos.

En un aspecto relacionado, la invencion se refiere a métodos de preparacion de las composiciones anteriores que
comprenden uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos de interés. Estos métodos comprenden:

(a) combinar

(i) dimiristoilfosfatidilcolina ("DMPC"),

(ii) dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG"), dimiristoiltrimetilamonio-propano ("DMTAP"), o tanto DMPG como
DMTAP, y

(iii) al menos un derivado de esterol;

para proporcionar una mezcla de lipidos;

(b) preparar liposomas a partir de dicha mezcla de lipidos; y

(c) acoplar de manera covalente uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos a dicho al menos
un derivado de esterol, estando dicho uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos unidos de
manera covalente al entre 1 % y 100 % de dicho al menos un derivado de esterol.

Los métodos adecuados de preparacion de liposomas a partir de mezclas de lipidos son bien conocidos en la
técnica. Véase, por ejemplo, Basu y Basu, “Liposome Methods and Protocols” (Methods in Molecular Biology),
Humana Press, 2002; Gregoriadis, “Liposome Technology”, 3 edicion, Informa HealthCare, 2006. Los métodos
preferidos incluyen los métodos de extrusion, de homogenizaciéon y de aplicacion de ultrasonidos descritos en la
misma. Un método ilustrativo de preparacion de liposomas de la invencién, que comprende el secado de una mezcla
de lipidos, seguido de la hidratacion en un vehiculo acuoso y la aplicacion de ultrasonidos para formar liposomas, se
describe a continuacion en el presente documento. Los derivados preferidos de esteroides, los métodos para acoplar
de forma covalente los polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos a dichos derivados, y los enlaces
covalentes se han descrito en detalle anteriormente y mas adelante en el presente documento.

En ciertas realizaciones, los porcentajes relativos de DMPC, de DMPG/DMTAP y del derivado de esterol son del
50 % al 98 % de DMPC: del 1 % al 25 % de DMPG/DMTAP: del 1 % al 25 % de derivado de esterol, y en ciertas
otras realizaciones, del 70 % al 98 % de DMPC: del 1 % al 15 % de DMPG/DMTAP: del 1 % a 15 % de derivado de
esterol. Como se ha descrito anteriormente, esto no pretende implicar que no haya otros componentes presentes en
la mezcla de lipidos (y, por consiguiente, en los liposomas); sino que, mas bien, estos representan los porcentajes
relativos de DMPC, DMPG/DMTAP y derivado de esterol en una base molar con respecto a otra. En ciertas
realizaciones, una mezcla de lipidos también puede contener uno o mas componentes adicionales que son bien
conocidos en la técnica, tales como peptidoglicano, lipopéptido, lipopolisacarido, monofosforil lipido A, acido
lipoteicoico, resiquimod, imiquimod, flagelina, oligonucledtidos que contienen motivos CpG no metilados, a-
galactosilceramida, muramil dipéptido, acido all-trans-retinoico, ARN viral bicatenario, proteinas de choque térmico,
bromuro de dioctadecildimetilamonio, tensioactivos catidnicos, agonistas de los receptores de tipo toll,
dimiristoiltrimetilamonio-propano y agonistas del receptor de tipo nod.

En realizaciones preferidas, estos porcentajes relativos son del 70 % al 85 % de DMPC: del 5% al 15% de
DMPG/DMTAP: del 10 % al 15 % de derivado de esterol, y mas preferentemente, del aproximadamente 75 % de
DMPC, aproximadamente el 10 % de DMPG/DMTAP y aproximadamente el 15 % de derivado de esterol. El término
"aproximadamente" como se usa en el presente documento, en este contexto, se refiere a + 10 % de una medicién
dada. Se prefiere particularmente el DMPG como el lipido seleccionado de la parte (ii) anterior.

En ciertas realizaciones, los métodos comprenden ademas la seleccion de los liposomas dentro de un determinado
intervalo de tamafos medios. El tamafo de los liposomas se puede seleccionar, por ejemplo, mediante la extrusion
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de un vehiculo acuoso que comprende liposomas a través de membranas que tienen un tamafio de poro
preseleccionado y la recogida del material que fluye a través de la membrana. En realizaciones preferidas, los
liposomas se seleccionan para que sean sustancialmente de entre 50 y 500 nm de diametro, mas preferentemente
sustancialmente de entre 50 y 200 nm de diametro, y lo mas preferentemente, sustancialmente de entre 50 y 150 nm
de diametro. El término "sustancialmente”, como se usa en el presente documento, en este contexto, significa que al
menos el 75 %, mas preferentemente el 80 % y lo mas preferentemente al menos el 90 % de los liposomas estan
dentro del intervalo designado.

En otro aspecto, la invencion se refiere a métodos de inmunizacion de un animal, preferentemente un mamifero y lo
mas preferentemente un ser humano, con uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos de interés.
Estos métodos comprenden:

administrar a dicho animal, por via parenteral o enteral, una cantidad eficaz de una composicién liposomal que
comprende:

a) un vehiculo acuoso;
b) liposomas que comprenden

(i) dimiristoilfosfatidilcolina ("DMPC"),

(ii) dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG"), dimiristoiltrimetilamonio-propano ("DMTAP"), o tanto DMPG como
DMTAP, e

(iii) al menos un derivado de esterol; y

¢) uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos unidos de manera covalente a entre el 1 % y el
100 % de dicho al menos un derivado de esterol.

Las composiciones liposomales preferidas, los métodos de fabricacion de dichas composiciones, los derivados de
esteroides, los métodos de acoplamiento de forma covalente de los polipéptidos o hidratos de carbono
inmunogénicos a dichos derivados, y los enlaces covalentes se describen en detalle anteriormente y mas adelante
en el presente documento.

Las vias de administracion enterales preferidas incluyen la administracion por via bucal (oral), nasal, rectal y vaginal.
Las vias de administracion parenterales preferidas incluyen la via intravenosa, intramuscular, subcutanea e
intraperitoneal.

En ciertas realizaciones, los métodos de la presente invencion comprenden multiples administraciones de un
polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico, lo que se denomina comunmente protocolo de inmunizacion de
“sensibilizacion/refuerzo”. En realizaciones preferidas, una o mas de las administraciones de sensibilizacion o
refuerzo comprenden la administracién al animal por via parenteral o enteral de una composicion liposomal de la
presente invencion. En dichos protocolos de inmunizacién, una administracion de sensibilizacién puede ser por una
via de administracion diferente a la una o mas administraciones de refuerzo. Por ejemplo, una administracion de
sensibilizacion se puede realizar mediante la administracion subcutanea de un inmundgeno, y una administracion de
refuerzo se puede realizar mediante administracién intramuscular.

Ademas, la administracion de sensibilizacion y la una o mas administraciones de refuerzo de un antigeno de interés
pueden ser "homadlogas", lo que significa que tanto la sensibilizacion como el refuerzo comprenden la administracion
de una composicion liposomal de la invencion; o pueden ser "heterdlogas”, lo que significa que una de las
administraciones de sensibilizaciéon o refuerzo comprende la administracién de una composicion liposomal de la
presente invencién, mientras que la otra administracion se puede realizar por medio de una plataforma de vacuna
diferente. Dichas plataformas de vacuna alternativas incluyen, pero sin limitacién, la administraciéon del antigeno en
una formulacién de vacuna no liposomal, la administracion de una vacuna de ADN que codifica el antigeno, la
administracion de una vacuna viral recombinante, etc.

Se ha de entender que la invencién no se limita en su aplicacion a los detalles de construccion ni a las disposiciones
de los componentes expuestos en la siguiente descripcion o ilustrados en las figuras. La invencion es capaz de
realizaciones ademas de las descritas, y de ponerse en practica y llevarse a cabo de varias maneras. Ademas, se ha
de entender que la fraseologia y la terminologia empleadas en el presente documento, asi como en el resumen, son
a efectos de descripcion y no deben considerarse limitantes.

Como tales, los expertos en la materia apreciaran que la concepcion sobre la que se basa la presente divulgacion se
puede utilizar facilmente como base para el disefio de otras estructuras, otros métodos y otros sistemas para llevar a
cabo los diversos fines de la presente invencion. Es importante, por lo tanto, considerar las reivindicaciones como
incluyentes de dichas construcciones equivalentes en la medida en que no se aparten del espiritu ni del alcance de
la presente invencion.
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Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 representa las estructuras lipidicas usadas en las realizaciones ilustrativas. R indica la ubicacion de la
union de los antigenos con los lipidos.

La Fig. 2 representa los epitopos MPR del VIH-1 N-MPR y C-MPR.

La Fig. 3 representa los efectos de la fraccion lipidica unida sobre el analisis de la estructura secundaria de los
epitopos MPR.

La Fig. 4 representa los efectos de la fraccion lipidica unida sobre la division de MPR en bicapas lipidicas.

La Fig. 5 representa la induccion de anticuerpos anti-péptido mediante conjugados de N-MPR-lipido.

La Fig. 6 representa la induccion de anticuerpos anti-péptido mediante conjugados de antigeno de N-MPR-lipido.
La Fig. 7 representa la induccion de anticuerpos anti-péptido mediante conjugados de antigeno-lipido C-MPR.

La Fig. 8(a) representa el efecto de la ubicacion de union de los epitopos MPR con CHEMS sobre la
inmunogenicidad. La Fig. 8(b) representa la capacidad de los conjugados de lipidos de MPR para generar
anticuerpos que se unen a gp140 recombinante.

La Fig. 9 representa la supervivencia de los animales inmunizados con la proteina M2eA1 del virus de la gripe A
(H1N1) sobre la exposicion viral.

Descripcion detallada de la invencién

El objetivo de la formulacion vacunal es proporcionar una combinacion de antigenos y adyuvantes capaz de generar
una poblacion suficiente de linfocitos T y linfocitos B de memoria para reaccionar rapidamente ante un patégeno,
una célula tumoral, etc., que porte un antigeno de interés. La presente invencion se refiere a métodos para
proporcionar composiciones vacunales liposomales, métodos para la fabricacion de las mismas y métodos para el
uso de las mismas con el fin de estimular una respuesta inmune en un animal que pueda cumplir con este objetivo.

Como se ha descrito anteriormente, las formulaciones liposomales de la presente invencion comprenden liposomas
preparados usando dimiristoilfosfatidilcolina  ("DMPC"); junto con dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG"),
dimiristoiltrimetilamonio propano ("DMTAP"), o tanto DMPG como DMTAP; y uno o mas derivados de esterol como
un ancla lipidica para un antigeno de interés. Los componentes de los liposomas pueden ser de origen natural o
sintético.

Los esteroles también se conocen como alcoholes esteroideos. Se trata de un subgrupo de esteroides con un grupo
hidroxilo en la posicién 3 del anillo A. Como se ha sefialado anteriormente, el término "derivado de esterol", como se
usa en el presente documento, se refiere a cualquier molécula que tiene la estructura anular de 4 miembros
caracteristica de los esteroides, y una sustitucion de hidroxilo (-OH) o de éster (-OR) en la posicién del atomo de
carbono 3. Se pueden adquirir en el mercado, como es el caso de ciertos derivados de cloroformiato de esterol, o se
pueden preparar de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, los documentos
WO/2000/075165; WO/2002/066490; la patente de EE.UU. n.° 5.004.737; y la patente de EE.UU. n.° 7.312.206.

Las expresiones "polipéptido antigénico" e "hidrato de carbono antigénico", como se usan en el presente documento,
se refieren a un polipéptido o un hidrato de carbono, respectivamente, que es foraneo para un animal y que, tras la
administracién a un animal usando, en su totalidad o en parte, las formulaciones liposomales descritas en el
presente documento, estimula la formacion de anticuerpos especificos del antigeno y/o una respuesta de linfocitos T
especifica del antigeno. Los polipéptidos y/o hidratos de carbono antigénicos que se pueden usar en la practica de la
presente invencion se pueden obtener de, meramente a modo de ejemplo, patégenos virales, toxinas bacterianas,
patégenos bacterianos, patégenos micoticos, células cancerosas.

Los métodos para la unidon covalente de un polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico con un derivado de
esterol son bien conocidos en la técnica. Los agentes quimicos de reticulacion se describen en numerosos libros y
catalogos. Véase, por ejemplo, Wong, “Chemistry of Protein Conjugation and Cross-linking”, CRC Press, Boca
Raton, Fla., 1991. Estos reactivos suelen emplear grupos funcionales que se acoplan a cadenas laterales de
aminoacidos de péptidos. El disefio de un agente de reticulacion implica la seleccion de los restos funcionales que
se vayan a emplear. La eleccion de los restos funcionales depende totalmente de los sitios diana disponibles en la
especie que se vaya a reticular. Algunas especies (por ejemplo, proteinas) pueden presentar una serie de sitios
disponibles para la direccién (por ejemplo, grupos e-amino de lisina, grupos sulfhidrilo de cisteina, grupos carboxilo
de acido glutamico, etc.), y se puede realizar empiricamente la seleccion de un determinado resto funcional para su
inclusion en un derivado de esterol para conservar mejor una propiedad biolégica de interés (por ejemplo, la afinidad
de unidn de un anticuerpo, la actividad catalitica de una enzima, etc.).
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Acoplamiento a través de grupos amina:

Los imidoésteres y los N-hidroxisuccinimidil("NHS")-ésteres normalmente se emplean como restos funcionales
especificos de las aminas. Los NHS-ésteres generan productos estables tras la reaccion con las aminas primarias o
secundarias. El acoplamiento es eficaz a pH fisioldgico, y los agentes de reticulacion de NHS-éster son mas estables
en solucidon que sus homologos de imidato. Las conjugaciones de NHS-éster homobifuncionales se usan
comunmente para reticular proteinas que contienen aminas, ya sea en reacciones de una sola etapa o de dos
etapas. Las aminas primarias son las dianas principales para los NHS-ésteres. Los grupos a-amino accesibles
presentes en los extremos N-terminales de las proteinas reaccionan con NHS-ésteres para formar amidas. Sin
embargo, dado que las alfa-aminas no siempre estan disponibles en una proteina, la reaccién con cadenas laterales
de aminoacidos cobra importancia. Aunque cinco aminoacidos tienen nitrégeno en sus cadenas laterales, solo el
grupo g-amino de la lisina reacciona significativamente con los NHS-ésteres. Se forma un enlace de amida covalente
cuando el agente de reticulacion de NHS-éster reacciona con aminas primarias, liberando N-hidroxisuccinimida.

Acoplamiento a través de grupos sulfhidrilo:

Las maleimidas, los haluros de alquilo y de arilo, los a-haloacilos y los disulfuros de piridilo se emplean normalmente
como restos funcionales especificos de sulfhidrilo. EI grupo maleimida es especifico de los grupos sulfhidrilo cuando
el pH de la mezcla de reaccién se mantiene entre pH 6,5 y 7,5. A pH 7, la reaccion de las maleimidas con los
sulfhidrilos es 1.000 veces mas rapida que con las aminas. Las maleimidas no reaccionan con las tirosinas,
histidinas o metioninas. Cuando no hay sulfhidrilos libres en cantidades suficientes, a menudo se pueden generar
mediante la reducciéon de los enlaces disulfuro disponibles.

Acoplamiento a través de grupos carboxilo:

Las carbodiimidas acoplan los carboxilos a las aminas primarias o las hidrazidas, formando enlaces de amida o
hidrazona. Las carbodiimidas se diferencian de otras reacciones de conjugacion en las que no se forma ningun
entrecruzamiento entre la carbodiimida y las moléculas que se van a acoplar, sino que se forma un enlace peptidico
entre un grupo carboxilo disponible y un grupo amino disponible. Los extremos carboxi de las proteinas pueden ser
las dianas, asi como las cadenas laterales de acido glutamico y aspartico. En presencia de un agente de reticulacion
en exceso, se puede producir la polimerizacién debido a que las proteinas contienen tanto carboxilos como aminas.
No se forma entrecruzamiento, y el enlace de amida es igual a un enlace peptidico, por lo que la inversion de la
reticulacién no es posible sin la destruccion de la proteina.

Grupos reactivos no selectivos:

Un reactivo de fotoafinidad es un compuesto que es quimicamente inerte, pero que se vuelve reactivo cuando se
expone a la luz ultravioleta o visible. Las arilazidas son reactivos de fotoafinidad que se fotolizan a longitudes de
onda de entre 250-460 nm, formando un arilnitreno reactivo. El arilnitreno reacciona de manera no selectiva para
formar un enlace covalente. Los agentes reductores deben usarse con precaucion, ya que pueden reducir el grupo
azido.

Acoplamiento a través de argininas:

Los glioxales son compuestos Utiles para dirigir la parte guanidinilo de los restos de arginina. Los glioxales se
dirigiran a las argininas a pH ligeramente alcalino. Hay algo de reactividad cruzada (mayor a pH mas alto) con las
lisinas.

Acoplamiento a través de grupos carbonilo:

Los carbonilos (aldehidos y cetonas) reaccionan con las aminas y las hidrazidas a pH 5-7. La reaccion con las
hidrazidas es mas rapida que con las aminas, haciéndola util para la reticulacion especifica del sitio. Los carbonilos
no existen faciimente en las proteinas. Sin embargo, la oxidacién suave de los restos de azicar usando
metaperyodato de sodio convertira los hidroxilos vecinales en aldehidos o cetonas. Para los hidratos de carbono con
uno o varios extremos reductores, el/los grupo/s carbonilo puede/n ser reactivo/s hacia un resto de hidrazina para
formar un enlace de hidrazona. S-HyNic es un enlazador heterobifuncional usado para incorporar restos HyNic (6-
hidrazinonicotinamida) a moléculas a través de un grupo amino libre mediante un éster activado (es decir, NHS). La
adicién de un enlazador de hidrazina HyNic permite la formacién de un conjugado en tampodn ligeramente acido
(NaPO4 100 mM, pH 6). Para los hidratos de carbono sin un extremo reductor, se puede usar la activacion especifica
de CDAP. En condiciones suaves (pH 9,5 para la activacion y pH 7 para la conjugacion), el tetrafluoroborato de 1-
ciano-4-dimetilaminopiridinio ("CDAP") convierte los grupos hidroxilo en ésteres de cianilo que luego forman
carbamatos en presencia de grupos amina.

Un resto funcional se puede unir directamente a un atomo de anillo en el ndcleo de esterol policiclico, o se puede

unir al nacleo de esterol a través de uno o mas atomos enlazadores. Un enlace covalente ilustrativo entre un esterol
y un grupo reactivo tiene la estructura St-R3-X, en la que:
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St es un atomo de anillo del derivado de esterol;

R3 es alquilo Co.1¢ de cadena lineal o ramificada, o alquilo Co.12 de cadena lineal o ramificada-(6xido de
alquileno)-alquilo Co.12 de cadena lineal o ramificada, en el que n es de media entre 40 y 1.000;

en la que cada uno de dicho alquilo de cadena lineal o ramificada comprende de 0 a 4 heteroatomos por cadena
y uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en halégeno, trihalometilo,
-alcoxi C1.6, -NO2, -NHy, -OH, -CH,OH, -CONH y -C(O)(OR4), en el que R4 es H o alquilo C1.3; y

X es un grupo enlazador reactivo, lo mas preferentemente, un grupo enlazador amina, un grupo enlazador
sulfhidrilo, un grupo enlazador carboxilo, un grupo enlazador de fotoafinidad, un grupo enlazador arginina y un
grupo enlazador carbonilo.

Las sustancias poliméricas incluidas opcionalmente en la quimica de enlace son preferentemente poli(6xidos de
alquileno). Como se usa en el presente documento, el término "6xido de alquileno" se refiere a la estructura, -X-O-,
en la que X es un resto alquileno unido de manera covalente al oxigeno O. Por lo tanto, poli(6xido de alquileno) se
refiere a la estructura -(X-O-)m)-. Se prefiere que el polimero de poli(6xido de alquileno) sea un homopolimero no
ramificado (es decir, un polimero de estructura -((CH2),O-)m)- en la que n no varia) tal como poli(éxido de etileno)
derivado de etilenglicol. También se pueden usar polimeros alternativos tales como otros homopolimeros de éxido
de polialquileno (por ejemplo, polimeros de 6xido de metileno, 6xido de propileno, éxido de isopropileno y 6xido de
butileno) y copolimeros o copolimeros de bloque de poli(6xidos de alquileno). En aquellos aspectos de la invencion
en los que se usan polimeros basados en PEG, se prefiere que tengan longitud promedio n de entre 40 y 1.000
unidades monoméricas. Las cantidades equivalentes molares de los otros 6xidos de alquileno pueden ser
determinadas facilmente por los expertos habituales en la materia para obtener los pesos moleculares medios
preferidos para otros homopolimeros y copolimeros.

Los pesos moleculares medios de la presente invencién se miden usando el método de "promedio en nimero". En
una mezcla de moléculas poliméricas con diferentes pesos moleculares, en la que el nimero de moléculas que
tienen un determinado peso molecular M; se da mediante N;, la probabilidad de "promedio en nimero" de una masa
dada presente es:

y el peso molecular promedio en nimero se obtiene mediante la férmula:

- w® . Z NiMi
Mn = Z u-_l { = 1""{‘—
i=0

2N, 2N,
.J.ﬂ .

=0

El promedio en nimero es la media aritmética simple, que representa el peso total de las moléculas presentes
dividido entre el nimero total de moléculas. El peso molecular promedio en nimero de un polimero se puede medir
mediante osmometria de presion de vapor usando métodos y aparatos bien conocidos para los expertos en la
materia.

Las sustancias poliméricas alternativas que se pueden usar en lugar de los poli(6xidos de alquileno) incluyen
materiales tales como dextrano, polivinilpirrolidonas, polisacaridos, almidones, alcoholes polivinilicos, poliacrilamidas
u otros polimeros similares. Los expertos habituales en la materia apreciaran que lo anterior es meramente
ilustrativo y que no pretende limitar el tipo de sustancias poliméricas no antigénicas adecuadas para su uso en el
presente documento.

"Administracion”, como se usa en el presente documento con respecto a un animal, incluyendo preferentemente un
mamifero y mas preferentemente un ser humano, se refiere a la administracion de un reactivo exdgeno a una célula,
un tejido, un érgano o un fluido biolégico del sujeto.

"Cantidad eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere a una cantidad de un reactivo que puede
mejorar, invertir, mitigar o prevenir un sintoma o signo de una afeccion médica o de un trastorno. A menos que se
indique lo contrario, de manera explicita o no, una "cantidad eficaz" no se limita a una cantidad minima suficiente
para mejorar una afeccién, o a una cantidad que da lugar a una mejora 6ptima o maxima de la afeccién. "Cantidad
eficaz", en el contexto de la administracion de una vacuna, es la que genera una respuesta inmune en el mamifero.
Dicha cantidad eficaz no puede ser, en si misma, suficiente para generar dicha respuesta inmune, pero se puede
usar junto con la administracion anterior o posterior de reactivos adicionales (por ejemplo, una vacunacion de
sensibilizacion-refuerzo). Una "respuesta inmunolégica” o "respuesta inmune", como se usan en el presente
documento, engloba al menos uno o mas de los siguientes efectos: la produccién de anticuerpos por linfocitos B; y/o
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la activacion de linfocitos T supresores y/o linfocitos T dirigidos especificamente a un antigeno o antigenos
presentes en los vectores, la composicién o la vacuna de interés.

En la técnica, se conoce una variedad de ensayos in vitro e in vivo para la medicién de una respuesta inmune,
incluyendo la medicion de las respuestas inmunes humorales y celulares, que incluyen, pero sin limitacion, los
inmunoensayos convencionales, tales como RIA, ensayos de ELISA; tincion intracelular; ensayos de linfocitos T,
incluyendo, por ejemplo, los ensayos de linfoproliferacion (activacion de linfocitos), ensayos de células citotoxicas
CTL o mediante el ensayo de linfocitos T especificos del antigeno en un sujeto sensibilizado. Dichos ensayos son
bien conocidos en la técnica.

La preparacion de liposomas es bien conocida en la técnica anterior. En general, los liposomas se han fabricado
mediante una serie de diferentes técnicas, incluyendo la inyeccion de etanol (Batzri et al., Biochem. Biophys. Acta.
298: 1015, 1973); infusion de éter (Deamer et al., Biochem. Biophys. Acta. 443: 629, 1976; Schieren et al., Biochem.
Biophys. Acta. 542:137, 1978); la eliminacion en detergente (Razin, Biochem. Biophys. Acta. 265:24, 1972); la
evaporacion del disolvente (Matsumato et al., J. Colloid Interface Sci 62:149, 1977); la evaporacion de disolventes
organicos en cloroformo en emulsiones de agua (REV) (Szoka Jr. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU., 75:4194,
1978); extrusiones de MLV o MLV a través de una membrana de policarbonato Nucleopore (Olson et al., Biochem.
Biophys. Acta. 557:9, 1979); congelacion y descongelacion de mezclas de fosfolipidos (Pick, Arch. Biochem.
Biophys., 212:186, 1981), asi como aplicacion de ultrasonidos y homogenizacion. Por convencion, los liposomas se
clasifican por tamafio, y se usa un acronimo de 3 letras para designar el tipo de liposoma en cuestion. Las vesiculas
multilamelares, en general, se designan "MLV". Las vesiculas unilamelares pequefias se designan "SUV", y las
vesiculas unilamelares grandes se designan "LUV". A veces, estas designaciones van seguidas de la composicion
quimica del liposoma. Para una descripcion de la nomenclatura y un resumen de los tipos de liposomas conocidos,
véase Storm et al., PSIT, 1: 19-3, 1998.

Las composiciones liposomales de la invencion pueden comprender, ademas, ya sea como parte del propio
liposoma o como parte del vehiculo en el que estan suspendidos los liposomas, diversos excipientes, adyuvantes,
vehiculos, sustancias auxiliares, agentes moduladores y similares.

Un vehiculo, que esta presente opcionalmente, es una molécula que por si misma no induce la produccién de
anticuerpos perjudiciales para el individuo que recibe la composicion. Los vehiculos adecuados normalmente son
macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente, tales como proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos
poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos, agregados de lipidos (tales como gotitas de
aceite o liposomas), y particulas de virus inactivos. Los ejemplos de vehiculos particulados incluyen los derivados de
polimeros de metacrilato de polimetilo, asi como las microparticulas derivadas de poli(lactidas) y poli(lactida-co-
glicolidas), conocidas como PLG. Véase, por ejemplo, Jeffery et al., Pharm. Res. 10:362, 1993; McGee et al., J.
Microencapsul. 14: 197, 1997; O'Hagan et al., Vaccine 11:149, 1993. Dichos vehiculos son bien conocidos por los
expertos habituales en la materia

Los adyuvantes incluyen, pero sin limitacion: (1) sales de aluminio (alumbre), tales como hidréxido de aluminio,
fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, etc.; (2) formulaciones de emulsiéon de aceite en agua (con o sin otros
agentes inmunoestimulantes especificos, tales como péptidos de muramilo (véase mas adelante) o componentes de
la pared celular bacteriana), tales como, por ejemplo, (a) MF59 (Publicacién internacional n.1 WO 90/14837), que
contiene escualeno al 5 %, Tween 80 al 0,5 % y Span 85 al 0,5 % (que contiene opcionalmente diversas cantidades
de MTP-PE (véase mas adelante), aunque no es necesario) formulado en particulas submicrométricas usando un
microfluidizador tal como el microfluidizador modelo 110Y (Microfluidics, Newton, Mass.); (b) SAF, que contiene
escualeno al 10 %, Tween 80 al 0,4 %, polimero plurénico bloqueado al 5 % LI 21, y MDP bien microfluidizado en
una emulsién submicrométrica o agitado con voértex para generar una emulsion de tamafo de particula superior; y
(c) sistema adyuvante Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT); (3) uno o mas componentes de la pared
celular bacteriana del grupo que consiste en monofosforil lipido A (MPL), dimicolato de trehalosa (TDM) y esqueleto
de la pared celular (CWS), preferentemente MPL + CWS (Detoxu); (4) adyuvantes de saponina tales como
Stimulon™ (Cambridge Bioscience, Worcester, Mass.); (5) adyuvante completo de Freund (CFA) y adyuvante
incompleto de Freund (IFA); (6) citocinas tales como interleucinas (IL-I, IL-2, etc.), factor estimulante de colonias de
macrofagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF), quimiocinas beta (MIP, Rantes 1-alfa, 1-beta, etc.); (7)
mutantes desintoxicados de una toxina bacteriana de ribosilacion del ADP tales como una toxina del célera (CT),
una toxina de Pertussis (PT) o una toxina labil al calor de E. coli (LT), particularmente LT-K63 (donde la lisina se
sustituye con el aminoacido de tipo silvestre en la posicién 63), LT-R72 (donde la arginina se sustituye con el
aminoacido de tipo silvestre en la posicion 72), CT-S109 (donde la serina se sustituye con el aminoacido de tipo
silvestre en la posicion 109) y PT-K9/G129 (donde la lisina se sustituye con el aminoacido de tipo silvestre en la
posicion 9 y la glicina se sustituye en la posicion 129) (véanse, por ejemplo, las publicaciones internacionales n.°
W093/13202 y W092/19265); y (8) otras sustancias que actian como agentes immunoestimulantes para mejorar la
eficacia de la composicion.

Los adyuvantes preferidos incluyen los patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMP), que median la

activacion inmune innata a través de receptores de tipo Toll (TLR), receptores de tipo (NOD) (NLR), receptores de
tipo (RIG)-I basados en genes inducibles de acido retinoico (RLR) y/o receptores de lectina de tipo C (CLR). Los
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ejemplos de PAMP incluyen lipoproteinas, lipopolipéptidos, peptidoglicanos, zimosan, lipopolisacarido, porinas de
Neisseria, flagelina, profilina, a-galactosilceramida, muramil dipéptidos. Los peptidoglicanos, las lipoproteinas y los
acidos lipoteicoicos son componentes de la pared celular de las bacterias Gram positivas. Los lipopolisacaridos son
expresados por la mayoria de las bacterias, siendo MPL un ejemplo. La flagelina se refiere al componente
estructural de los flagelos bacterianos que es secretado por bacterias patdégenas y comensales. La a-
galactosilceramida (a-GalCer) es un activador de linfocitos T citoliticos naturales (NKT). El muramil dipéptido es un
motivo de peptidoglicano bioactivo comun a todas las bacterias

Otros adyuvantes preferidos incluyen ARN bicatenario viral, que es detectado por el receptor intracelular TLR3; los
motivos CpG presentes en el ADN o ARNmc bacteriano o viral, que son detectados por TLR7, 8 y 9; acido all-trans
retinoico; y proteinas de choque térmico, tales como HSP70 y Gp96, que son moléculas portadoras altamente
eficaces para la presentacion cruzada. Los adyuvantes farmacéuticos incluyen resiquimod, un agonista de TLR7/8, e
imiquimod, un agonista de TLRY7.

Los liposomas de la presente invencion se formulan preferentemente como composiciones farmacéuticas para la
administracion parenteral o enteral. Una composicion farmacéutica tipica para la administracion a un animal
comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como soluciones acuosas, excipientes no toxicos,
incluyendo sales, conservantes, tampones y similares. Véase, por ejemplo, “Remington's Pharmaceutical Sciences”,
152 Ed., Easton ed., Mack Publishing Co. pag 1405-1412 y 1461-1487 (1975); “The National Formulary XIV”, 142 Ed.,
American Pharmaceutical Association, Washington, DC (1975). Los ejemplos de disolventes no acuosos son
propilenglicol, polietilenglicol, aceite vegetal y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos
acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, soluciones salinas, vehiculos parenterales tales como
cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, etc. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluidos y de
nutrientes. Los conservantes incluyen agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes. El
pH y la concentracién exacta de los diversos componentes, la composicién farmacéutica se ajusta de acuerdo a las
habilidades habituales en la técnica.

Las administraciones repetidas de una vacuna en particular (refuerzo homélogo) han demostrado ser eficaces para
reforzar la respuesta humoral. Dicha metodologia puede no ser eficaz en el refuerzo de la inmunidad celular, porque
la inmunidad previa al vector tiende a deteriorar la presentacion consistente de antigenos y la generacion de sefiales
inflamatorias adecuadas. Una metodologia para evitar este problema ha sido la administracion secuencial de
vacunas que usan diferentes sistemas de administraciéon de antigenos (refuerzo heterélogo).

En una pauta de refuerzo heterdlogo, la administracion de al menos un sensibilizador o refuerzo comprende la
administracion de las formulaciones liposomales descritas en el presente documento. La rama heter6loga de la
pauta puede comprender la administracion de antigeno usando una o mas de las siguientes estrategias: bacterias o
virus atenuados y/o inactivados que comprenden el antigeno de interés, que son particulas que han sido tratadas
con una condicion de desnaturalizacién para volverlas ineficaces o ineficientes en la preparaciéon de una invasion
patégena; antigenos purificados, que normalmente son antigenos producidos de manera natural purificados de un
cultivo de células del patdgeno o una muestra de tejido que contiene el patdgeno, o una de sus versiones
recombinantes; vectores de administracion virales o bacterianos vivos disefiados de manera recombinante para
expresar y/o secretar antigenos en las células huésped del sujeto. Estas estrategias se basan en el disefio genético
de los vectores virales para que no sean patdgenos ni toxicos; vectores de células presentadoras de antigeno
(APC), tales como un vector de células dendriticas (DC), que comprenden células que se cargan con un antigeno o
se transfectan con una composicion que comprende un acido nucleico que codifica el antigeno; células tumorales,
por ejemplo, autélogos y células tumorales alogénicas; y vectores de ADN desnudo y vectores de ARN desnudo que
se pueden administrar con una pistola de genes, electroporacion, fantasmas bacterianos, microesferas,
microparticulas, liposomas, nanoparticulas policationicas y similares.

Una vacuna de sensibilizacion y una vacuna de refuerzo se pueden administrar mediante una cualquiera o una
combinacién de las siguientes vias. En un aspecto, la vacuna de sensibilizacion y la vacuna de refuerzo se
administran por la misma via. En otro aspecto, la vacuna de sensibilizacion y la vacuna de refuerzo se administran
por diferentes vias. La expresion "diferentes vias" abarca, pero sin limitacién, diferentes sitios del cuerpo, por
ejemplo, un sitio que es oral, no oral, enteral, parenteral, rectal, intranodal (ganglios linfaticos), intravenoso, arterial,
subcutaneo, intramuscular, intratumoral, peritumoral, intratumoral, infusién, mucosal, nasal, en el espacio
cefalorraquideo o liquido cefalorraquideo, etc., asi como mediante diferentes modos, por ejemplo, oral, intravenoso e
intramuscular.

Una cantidad eficaz de una vacuna de sensibilizacién o de refuerzo se puede dar en una dosis, pero sin limitarse a
una sola dosis. Por lo tanto, la administracién puede ser dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once,
doce, trece, catorce, quince, dieciséis, diecisiete, dieciocho, diecinueve, veinte o mas administraciones de la vacuna.
Cuando hay mas de una administracion de una vacuna, las administraciones se pueden espaciar en intervalos de
tiempo de un minuto, dos minutos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas minutos, en intervalos de
aproximadamente una hora, dos horas, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 horas, etcétera. En el contexto de las horas, el término "aproximadamente" significa mas o
menos cualquier intervalo de tiempo dentro de 30 minutos. Las administraciones también se pueden espaciar en
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intervalos de tiempo de un dia, dos dias, tres dias, cuatro dias, cinco dias, seis dias, siete dias, ocho dias, nueve
dias, diez dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias, 15 dias, 16 dias, 17 dias, 18 dias, 19 dias, 20 dias, 21 dias y sus
combinaciones. La invencién no se limita a los intervalos de dosificacién que son equidistantes en el tiempo, sino
que abarca dosis a intervalos no iguales, tales como un calendario de sensibilizacion que consiste en la
administracion a 1 dia, 4 dias, 7 dias y 25 dias, solo por dar un ejemplo no limitante.

Un experto en la materia apreciara facilmente que la presente invencion esta bien adaptada a llevar a cabo los
objetos, y obtener los fines y las ventajas mencionados, asi como aquellos inherentes a la misma. Los ejemplos
proporcionados en el presente documento son representativos de las realizaciones preferidas, son ilustrativos y no
pretenden ser limitaciones en el alcance de la invencioén.

Ejemplo 1: Liposomas conjugados con gp41 del VIH-1

A pesar de una extensa investigacion, los intentos de generar anticuerpos ampliamente neutralizantes (bnAb) hacia
el VIH adn no han tenido éxito. La region proximal de la membrana (MPR) de gp41 del VIH-1 es una diana deseable
para el desarrollo de una vacuna que genere anticuerpos neutralizantes, ya que los anticuerpos monoclonales
derivados del paciente, 2F5 y 4E10, se unen a la MPR y neutralizan los aislados del VIH primarios. Se ha
demostrado que dos anticuerpos, designados 2F5 y 4E10, reaccionan de forma cruzada con los lipidos, y los
estudios estructurales sugieren que los inmunégenos de MPR se pueden presentar en un entorno de membrana. Sin
embargo, los esfuerzos realizados hasta la fecha no han tenido éxito en la generacion de anticuerpos con la
amplitud o la potencia de los anticuerpos derivados del paciente.

Las reactividades hacia los lipidos de bnAb 2F5 y 4E10 han sido un tema de intenso estudio. Ambos anticuerpos
tienen regiones CDRH3 hidrofobas, inusualmente largas, y reaccionan de forma cruzada con los fosfolipidos y otros
autoantigenos. Por otra parte, los modelos biofisicos sugieren que la MPR se intercala en la membrana de los
viriones nativos. Estas observaciones han llevado a sugerir que los inmundgenos de la MPR se pueden presentar de
manera 6ptima en un entorno de bicapa lipidica. La mayoria de las estrategias para insertar epitopos en un
ambiente de lipidos ha implicado virus quiméricos o formulaciones liposomales de construcciones recombinantes
con dominios transmembrana de péptidos. Ademas, las variaciones en la composiciéon de la membrana lipidica
parecen alterar la accesibilidad de los péptidos a la MPR, y la modulacion del mecanismo de anclaje de los péptidos
puede ejercer efectos similares.

Los presentes inventores tienen la hipotesis de que la union covalente de los anclajes de lipidos mejoraria la
respuesta inmune humoral hacia los péptidos derivados de la MPR presentados en bicapas liposomales. Se
seleccionaron tres péptidos, correspondientes al epitopo 2F5 (N-MPR), el epitopo 4E10 (C-MPR) y un péptido
limitado helicoidalmente que abarca ambos epitopos (NC-MPR). Estos epitopos se resumen en la Fig. 1. Se
examinaron sistematicamente los efectos de los anclajes de lipidos sobre la respuesta humoral en ratones
inmunizados con los lipopéptidos en liposomas.

A. Materiales y métodos

Los componentes basicos de aminoacidos, las resinas y los agentes de acoplamiento se obtuvieron en
Novabiochem (Darmstadt, Alemania), Anaspec (San Jose, CA) o ChemPep (Miami, FL). El colesterol, la
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), el dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG), la fosfatidilcolina oxidada (PC; n.° 870601), la
esfingomielina cerebral (SM; n.° 860082) y la tetramiristoilcardiolipina (CL; n.® 710332) se obtuvieron en Avanti Polar
Lipids (Alabaster, AL). La dipalmitoilfosfatidiletanolamina (PE; n.° LP-R4-019) y el dipalmitoilglicerol (DPG; n.° LP-R4-
028) se obtuvieron en Genzyme Pharmaceuticals (Cambridge, MA). El acido palmitico (PA; n.° P5585) y acido-3f3-ol
5-colénico (CHOL; n.° C2650) se obtuvieron en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Los disolventes anhidros de pureza
del 99,8 % o superior se obtuvieron en Acros Organics (Geel, Bélgica). EI monofosforil lipido A derivado de
Escherichia coli (MPL; n.° L6638) se obtuvo de Sigma-Aldrich. Los anticuerpos monoclonales 2F5 y 4E10 se
obtuvieron a través del programa de reactivos de referencia e investigacion del SIDA del NIH, Division del SIDA,
NIAID, NIH del Dr. Hermann Katinger. A menos que se especifique lo contrario, todos los demas reactivos se
obtuvieron en Sigma-Aldrich.

i. Sintesis de lipopéptidos

Los péptidos se sintetizaron sobre resina NovaPEG en un sintetizador de fase sélida automatico (ABI 433A, Applied
Biosystems, Foster City, CA) con protocolos convencionales de fluorenilmetiloxicarbonilo/O-benzotriazol-N,N,N’,N'"-
tetrametil-uronio-hexafluoro-fosfato/n-hidroxibenzotriazol (Fmoc/HBTU/HOBT). Cuando fue apropiado, se incorpord
una lisina protegida ortogonalmente (Fmoc-Lys(1-(4,4-dimetil-2,6-dioxo ciclohexiliden)-3-metil-butil)-OH); Fmoc-
Lys(ivDde)-OH) al extremo C para la conjugacion en resina de lipidos o biotina. El extremo N terminal se protegid, en
general, con Boc a menos que se destinara el péptido a la modificacion del extremo N-terminal, en cuyo caso se
utilizé la proteccion de Fmoc. La retirada del grupo ivDde se realizé6 mediante 3 tratamientos de 15 minutos de la
resina de peptidilo con hidrato de hidrazina al 2 % en dimetilformamida (DMF; 10 ml por g de resina). Se lavo la
resina en DMF (3 x 10 ml) y diclorometano (DCM; 3 x 10 ml), y se secé al vacio.
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La nomenclatura y las estructuras de los lipidos usados en este estudio se resumen en la Fig. 1. La conjugacion de
los lipidos se realizé6 mediante la amidacién de un lipido carboxilado y una lisina e-amina desprotegida en el extremo
C-terminal. Para la conjugacion del extremo N-terminal, los lipidos se unieron directamente al extremo N-terminal
desprotegido. Varios de los lipidos contenian grupos carboxilo. En el caso de DPG, PE, SM y CL, se introdujo un
grupo carboxilo mediante la reaccién de un alcohol disponible (DPG, SM, CL) o amina (PE) con anhidrido succinico.
Para DPG-Suc, se disolvieron 1,8 mmol de DPG en 5 ml de DCM anhidro, y se combinaron con 3,6 mmol de
anhidrido succinico en 10 ml de piridina anhidra. Se calent6 la mezcla a reflujo a 60 °C durante la noche. Para PE-
Suc, se combinaron 1,5 mmol de PE con 3 mmol de anhidrido succinico y 6 mmol de trietlamina en 50 ml de
cloroformo anhidro (CHCI3). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Para CL-Suc, se
combinaron 80 pmol de CL con 400 pmol de anhidrido succinico y 400 pymol de trietilamina en 5 ml de CHCl3
anhidro. Se calento la mezcla a reflujo a 60 °C durante la noche. Para SM-Suc, se combinaron 136 pmol de SM con
684 pmol de anhidrido succinico y 684 umol de trietilamina en 5 ml de CHCI3 anhidro. Se calenté la mezcla a reflujo
a 60 °C durante la noche. Se continuaron las reacciones hasta su finalizaciéon segun lo monitorizado mediante
cromatografia de capa fina (TLC) y espectrometria de masas de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz
(MALDI-MS; Voyager DE, Applied Biosystems, Foster City, CA) en matriz de para-nitroanilina. Los productos se
lavaron dos veces con acido clorhidrico 1 M (HCI), se secaron sobre sulfato de sodio y se almacenaron secos hasta
su uso. Se obtuvieron lipidos carboxilados con un rendimiento del aproximadamente 90 al 100 %. Los pesos
moleculares y los valores de Rr de TLC fueron los siguientes: DPG-Suc, 668,19 Da, Rr = 0,71 en DCM:acetona
20:1; PE-Suc, 790,02 Da, Rr = 0,81 en CHCI3:MeOH:NH4OH 65:25:4; CL-Suc, 1335,90 Da, Rr = 0,24 en CHCl3:
MeOH:NH,OH 65:25:4; SM-Suc, 767,83 Da, 826,62 Da, 853,02 Da, Da 910,78, Rr = 0,66-0,79 en CHCls:
MeOH:NH4OH 65:25:4. SM-Suc dio una serie de picos debido a que el material de partida era un producto natural
con una distribucion de longitudes de cadena alifaticas.

La lipidacién se realizé6 mediante la activacion de 270 pmol de lipidos carboxilados con 270 umol de cada uno de
HBTU, HOBT vy diisopropiletilamina (DIEA) en DMF/DCM anhidro (DCM necesario para la solubilizacién de los
lipidos) durante 30 min a temperatura ambiente seguido de la adicidon de 67,5 ymol de resina, y se siguié con la
reaccion en atmosfera de argon durante 24 horas a temperatura ambiente. Después de la reaccion, se lavo la resina
con DMF (4 x 10 ml) y DCM (4 x 10 ml) para eliminar los lipidos sin reaccionar y se sec6 al vacio. Se escindieron los
péptidos de la resina mediante el tratamiento con acido trifluoroacético que contenia agua al 2,5 %, etanoditiol al
2,5 % vy triisopropilsilano al 1 % durante 4 horas en atmdsfera de argon. Se precipitaron los péptidos escindidos en
éter etilico frio. Se sedimento el precipitado por centrifugacion a 3.000 rpm (RT6000, Sorvall, Waltham, MA) y se
lavé una vez con éter etilico frio. Se separ6 el éter por vertido y se volvid a disolver el sedimento en metanol
(MeOH), se transfirié a un matraz de fondo redondo, se sec6 por evaporacion rotatoria a presion reducida y se seco
adicionalmente a alto vacio. Los lipopéptidos se separaron mas del péptido no conjugado mediante cromatografia
liqguida de alta presion de fase inversa (RP-HPLC; DX 500, Dionex, Sunnyvale, CA) en una columna C4 semi-
preparativa (214TP510, Grace Vydac, Deerfield, IL) hasta que el péptido sin conjugar ya no era detectable mediante
MALDI-MS. Se identificaron fracciones de lipopéptidos mediante MALDI-MS en la matriz de acido 2,5-
dihidroxibenzoico, se combinaron y se liofilizaron. Se prepararon soluciones madre de lipopéptidos en MeOH o
MeOH/CHCIs y se almacenaron a -20 °C. Los rendimientos finales fueron del aproximadamente 5-10 %.

Se prepararon péptidos biotinilados para su uso en ELISA mediante un método analogo. Se unié la biotina a la
amina C-terminal desprotegida mediante la activacion de 500 umol de D-biotina con 500 ymol de HBTU/HOBT/DIEA
en 1,65 ml de DMF/dimetilsulféxido 1:1 anhidro (DMSQ) durante 30 min seguido de la adicién de la resina, y se
siguio la reaccion en atmodsfera de argén durante 24 horas a temperatura ambiente. Después de la reaccion, se lavo
la resina con DMF/DMSO 1:1 (3 x 10 ml), DMF (3 x 10 ml) y DCM (3 x 10 ml), y se seco al vacio. Se escindieron los
péptidos biotinilados y se purificaron como se ha descrito anteriormente. Se cuantificé el contenido de biotina por
exclusion de colorante de acido 4'-hidroxiazobenceno-2-carboxilico (Sigma n.° H2153) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

ii. Preparacion de liposomas

Se formularon lipopéptidos en liposomas compuestos de DMPC:DMPG:colesterol:MPL 15:2:3:0,3. Antes de su uso,
se aclaré el material de vidrio con MeOH y CHCI3, y se sec6 durante al menos 90 min a 150 °C para destruir los
pirégenos. Se combinaron las soluciones de lipidos en tubos de vidrio de borosilicato y se secaron hasta obtener
una pelicula delgada mediante evaporacion rotatoria bajo presion reducida. Se secaron mas las peliculas a alto
vacio durante la noche. Se hidrataron los lipidos en PBS estéril (instalacién de cultivos celulares UCSF) mediante
agitacion intermitente y bafio de ultrasonidos en atmdsfera de argén durante un breve periodo (aproximadamente 15
segundos) para dispersar los lipidos en el tampon. Se formaron vesiculas de diametro definido por extrusion 11
veces a través de membranas de policarbonato de 400 nm usando una extrusora manual (Avestin, Ottawa, Canada).
Para evitar la contaminacion, se desmontd y se limpié la extrusora a fondo con MeOH y PBS estéril entre las
muestras. La formulacion final contenia 1 mg/ml de lipopéptido y 0,5 mg/ml de monofosforil lipido A en lipido
portador 20 mM. Se caracterizo6 el tamario de las vesiculas por dispersion dinamica de luz (Zetasizer 3000, Malvern,
New Bedford, MA). Los liposomas se almacenaron a 4 °C en atmdsfera de argén hasta su uso.
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iii. Dicroismo circular

Se prepararon muestras de lipopéptidos de liposomas como se ha descrito anteriormente con las siguientes
modificaciones. Se prepararon soluciones madre de liposomas que contenian lipido portador 5 mM y lipopéptido
500 uM en fosfato 10 mM, pH 7,4. Para minimizar la dispersién de la luz, los liposomas se prepararon mediante
bafo de ultrasonidos en atmdsfera de argdn hasta que se obtuvo un tamafo inferior a 100 nm. Para el analisis, se
diluyeron las muestras hasta lipopéptido 5 pM en tampon fosfato 10 mM que contenia lipido portador 1mM. Se
obtuvieron los espectros con un espectropolarimetro J-715 (Jasco, Easton, MD) y los datos se procesaron usando el
software Jasco. Los datos se adquirieron en el modo de barrido continuo con una longitud de trayectoria de 1 cm,
intervalo de 0,1 nm y velocidad de barrido de 1 nm/s. Cada espectro representa un promedio de dos exploraciones.
Se restd un espectro de fondo de los liposomas "vacios" en el tampdn de cada espectro de la muestra. Se estimo el
porcentaje de helicidad a partir de 8222 de acuerdo con el método de Taylor y Kaiser.

iv. Fluorescencia de triptéfano

Se caracterizé el reparto de las membranas de los lipopéptidos midiendo la intensidad de fluorescencia del triptéfano
como se ha descrito con modificaciones. En resumen, se prepararon liposomas de DMPC:DMPG:colesterol en
solucién salina tamponada con fosfato como se ha descrito anteriormente. Se prepararon soluciones madre de
lipopéptidos en MeOH. Se inyectaron 12 nmol de lipopéptido con una jeringa de vidrio (Hamilton, Reno, NV) en
1,2 ml de tampon que contenia liposomas diluidos (lipido 10-150 pM). Se mezclaron las muestras por inversion y se
dejaron equilibrar a oscuras a temperatura ambiente durante la noche. Se obtuvieron los espectros de emision de
fluorescencia en un espectrofotometro SPEX Fluorolog (Horiba Jobin Yvon, Edison, NJ) con 1 cm de paso de luz,
ranura de excitacion de 2,5 mm, ranura de emision de 5,0 mm, 1 s de tiempo de integracién e intervalo de 1 nm.
Para cada concentracién de liposomas, se restd un espectro de fondo de los liposomas "vacios" en tampén del
espectro de la muestra. Se determind la intensidad de la fluorescencia mediante la integracion del pico de
fluorescencia de ftriptéfano, y los datos se normalizaron con respecto a la intensidad mas alta en cada serie de
muestras. Los coeficientes de reparto se calcularon a partir de la grafica reciproca doble de la intensidad de
fluorescencia normalizada frente a la concentracion de lipidos, de acuerdo con la ecuacion F = (Fo*L*K)/(55,6 +
Ko*L) [29].

v. Inmunizaciones de animales

Todos los procedimientos con animales se realizaron de conformidad con las politicas y la aprobacion del Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales apropiado. Se alojaron ratones BALB/C hembra de 8 semanas de edad,
(Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) en una instalacién de barrera exenta de patégenos. Los animales recibieron
inmunizaciones subcutaneas en los corvejones traseros alternos los dias 0 y 14. Cada inyeccion contenia 50 pg de
lipopéptido, 25 ug de MPL y 1 umol de vehiculo de lipidos en 50 ul de solucién salina estéril tamponada con fosfato.
En el dia 28, se extrajo sangre de la vena submandibular para la caracterizacién de respuestas de anticuerpos. Se
retiraron las células por centrifugacion a 14.000 rpm durante 15 min (5415C, Eppendorf, Westbury, NY) y se
almacenaron los sueros a -80 °C hasta su uso.

vi. ELISA

Se desarrollaron ELISA para cuantificar la uniéon de los sueros inmunes a péptidos, lipidos y gp140 recombinante.
Los ELISA de los péptidos se realizaron usando péptidos MPR biotinilados como se ha descrito anteriormente y
capturados en placas de 96 pocillos recubiertas con estreptavidina (n.° 15120, Pierce, Rockford, IL). Los ensayos se
realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante con modificaciones. Se afiadieron los péptidos biotinilados
a los pocillos en PBS que contenia Tween-20 al 0,1 % (PBS-T) y se incubaron durante 2 horas a 37 °C. Después de
una etapa de lavado, se diluyeron los sueros en serie en PBS que contenia caseina al 0,1 % (C7078, Sigma-Aldrich)
(PBS-C), se afadieron a los pocillos y se incubaron durante 30 min a 37 °C. Tras la reconstitucion, se diluyeron
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano picante (IgG, 1IgG1, 1IgG2; Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA) 1:1 en glicerol para su almacenamiento a largo plazo a -20 °C y se dilyueron mas a 1:1000 en PBS-
C inmediatamente antes de su uso. Después de una etapa de lavado, se afadieron anticuerpos secundarios a los
pocillos y se incubaron durante 30 min a 37 °C. Después de una etapa de lavado final, se afiadié6 una soluciéon de
sustrato de tetrametilbencidina (n.° T0440, Sigma-Aldrich) a los pocillos y se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente. Se detuvo la reaccion con H.SO4 0,5 M y se monitorizé el producto amarillo a 450 nm (Optimax, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA). Todas las incubaciones se realizaron en volimenes de 100 pl, y los pocillos se lavaron 6
veces con PBS-T entre cada etapa. Se definio el titulo como la dilucién reciproca de sueros inmunes obteniéndose
una densidad 6ptica del doble de la de los sueros preinmunes 1:200 tras la sustraccién de los pocillos de fondo que
carecian de suero. Se calcularon las proporciones de IgG1/IgG2a como la media de los cocientes de densidad
6ptica medida a 3 diluciones tras restar los valores de fondo. Todas las muestras se analizaron por duplicado.

Los ELISA de lipidos se realizaron, en general, de la siguiente manera. Se diluyeron los lipidos hasta 0,2 mg/ml en
EtOH y se afadieron 50 pl por pocillo a placas de poliestireno de fondo plano no tratadas (Fisher), y se dejaron
secar durante la noche. Se bloquearon las placas con caseina al 0,5 % durante 2 h. Después de una etapa de
lavado, se diluyeron los sueros inmunes 1:200 en suero fetal bovino al 10 % en PBS y se incubaron en los pocillos
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durante 1 h. Se lavaron los pocillos y se diluyé IgG anti-ratén conjugada con peroxidasa 1:1000 en PBS-C, y se
afnadié a los pocillos durante 1 h. Tras una etapa de lavado, se leyeron después las placas como se ha indicado
anteriormente. Todas las incubaciones se realizaron en volumenes de 100 pl a temperatura ambiente, y los pocillos
se lavaron 6 veces con PBS entre cada etapa.

Los ELISA de gp140 recombinantes se realizaron del siguiente modo: se diluyd gp140 Ba-1 (Inmune Technology
Corp, Nueva York, NY) hasta 5 pg/ml en carbonato de sodio 50 mM, pH 9,6, y se afadieron 100 pl por pocillo a
placas de inmunoensayo de alta capacidad de fondo plano (Costar). Se sellaron las placas con parafilm y se
incubaron a 4 °C durante la noche. Se bloquearon las placas con caseina al 0,5 % durante 2 h. Tras una etapa de
lavado, se diluyeron los sueros inmunes 1:50 en PBS-C y se incubaron en los pocillos durante 1 h. Se lavaron los
pocillos y se diluyé IgG anti-raton conjugada con peroxidasa 1:1000 en PBS-C, y se afiadieron a los pocillos durante
30 min. Tras una etapa de lavado, se revelaron luego las placas y se leyeron como se ha indicado anteriormente.
Todas las incubaciones se realizaron en volimenes de 100 pl a 37 °C vy, los pocillos se lavaron 6 veces con PBS-T
entre cada etapa.

vii. Analisis estadistico

Se evalud la significacion estadistica mediante el analisis de la varianza y la prueba t de Student de dos colas. Las
diferencias se consideraron significativas cuando presentaron valores de p < 0,05 en la prueba t de Student. Los
analisis de los datos se realizaron usando Microsoft Excel y Sigma Plot.

B. Resultados
i. Preparacion y analisis de lipopéptidos y liposomas

Este estudio traté de abordar el papel de la estructura de los lipidos en la respuesta inmune humoral hacia los
lipopéptidos MPR formulados en liposomas. Se seleccionaron tres péptidos para la modificacion de los lipidos,
correspondientes al epitopo 2F5 (N-MPR), epitopo 4E10 (C-MPR) y un péptido extendido que abarcaba ambos
epitopos (NC-MPR; resumido en la Figura 1). Las secuencias de N-MPR y C-MPR incluian restos flanqueantes que
resultaron maximizar las afinidades de unién por sus respectivos anticuerpos in vitro. Se incorporaron dos restos de
acido isobutirico potenciadores de la hélice a NC-MPR, como se ha aplicado previamente en el disefio de un péptido
epitopo 4E10 limitado helicoidalmente. Se extendié el extremo N-terminal de NC-MPR para incluir el epitopo 2F5
completo. Se incluyd una lisina protegida ortogonalmente para la conjugacion de los lipidos en el extremo C-terminal
con el fin de imitar la estructura nativa, en la que el extremo C-terminal esta anclado a la membrana.

Los anclajes lipidicos se seleccionaron para que representaran varios tipos basicos de lipidos: acidos grasos,
diacilgliceroles, fosfolipidos y esteroles. Ademas, algunos participan en la reactividad cruzada con 4E10 y 2F5
(cardiolipina) o en la fusion de células de virus (lipido de virion fosfatidiletanolamina; balsas de lipidos como la
esfingomielina y el colesterol). También se consideraron los anclajes de lipidos que pueden facilitar la obtencion de
anticuerpos que se unen a restos tanto peptidicos como lipidicos. En concreto, se seleccionaron los lipidos que
carecian de un fosfato (acido palmitico y diacilglicerol) en comparacion con los lipidos que contenian fosfato debido
a que los restos de grupos fosfato y de cabeza son importantes en el reconocimiento por parte de los anticuerpos
anti-fosfolipidos. Se selecciond acido colénico (CHOL) ademas de hemisuccinato de colesterol (CHEMS) debido a la
obra que indica que el 3B-hidroxilo es un resto principal responsable del reconocimiento del colesterol por los
anticuerpos anti-colesterol.

Para los lipidos que carecen de un grupo carboxilo, se introdujo uno mediante la reaccion con anhidrido succinico.
Para la conjugacion del péptido, la estrategia de lipidacion sobre resina permitié la retirada completa del lipido sin
reaccionar a través de un extenso lavado de la resina antes de la escisiéon. El contaminante restante, el péptido sin
reaccionar, se separ6 mediante RP-HPLC. Los péptidos conjugados se obtuvieron con un rendimiento del
aproximadamente 5-10 %; el impedimento estérico en la modificacion del extremo C-terminal de lisil e-amina y la
pérdida tras la purificacion por RP-HPLC pueden haber contribuido al rendimiento relativamente bajo. Los
anticuerpos monoclonales humanos 2F5 y 4E10 se unieron con fuerza a los péptidos MPR biotinilados que
contenian sus epitopos (N-MPR y MPR C, respectivamente) mediante ELISA (Fig. 2). La causa de la débil union de
2F5 a C-MPR es incierta, pero se puede atribuir al solapamiento parcial en las secuencias de péptidos.
Independientemente, los sueros de ratones inmunizados con lipopéptidos N-MPR no se unieron a C-MPR mediante
ELISA y viceversa. La formulacion liposomal de los lipopéptidos MPR gener6 vesiculas de aproximadamente 175 a
250 nm de diametro. La adicion del péptido o del lipopéptido no afecté apreciablemente el tamafio de la vesicula, a
excepcion de los liposomas N-MPR-PE, que eran ligeramente mas pequefios que los demas.

Cuando se formuld en liposomas, la estructura secundaria de N-MPR fue alterada en gran medida por el resto
lipidico unido (Fig. 3a). Mientras que la unién de de CHEMS a N-MPR generé un aumento modesto de la helicidad
(26,5 % frente al 20,7 %), la union de DPG aumenté sustancialmente el contenido helicoidal (47,8 % frente al
20,7 %). Por el contrario, la unién de CHEMS a NC-MPR solo afecté modestamente a su conformacion ya helicoidal
(Fig. 3b). Para NC-MPR, los datos sugieren una tendencia en la que la union del extremo C-terminal potencia la
helicidad (aumentos respectivos del 8 % y del 5 % al comparar el “extremo C-terminal” frente al “no conjugado” y
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“ambos extremos” frente al “extremo N-terminal”), mientras que el extremo N-terminal redujo la helicidad
(reducciones respectivas del 2 % y del 5 % al comparar el “extremo N-terminal” frente al “no conjugado” y “ambos
extremos” frente al “extremo C-terminal”). Los espectros NC-MPR coinciden con los informados para los péptidos de
epitopos 4E10 con restricciones de la hélice C-terminal casi idénticas. En comparacion, la helicidad global inferior de
NC-MPR puede atribuirse a la contribucion del segmento N-terminal extendido no presente en el péptido sintetizado
por Cardoso y colaboradores.

Los experimentos de fluorescencia de triptéfano revelaron que el resto lipidico unido también afecta a la particion de
N-MPR en bicapas de lipidos (Fig. 4). Los conjugados tanto de PA como de CHEMS mostraron diferencias
incrementales en la fluorescencia del triptéfano en funcién de la concentracion de los liposomas. Esto indica que a
medida que aumenta la concentracion de los liposomas, mas lipopéptidos adicionales se dividen en la membrana.
Sin embargo, la fluorescencia del tripté6fano de N-MPR-DPG no se vio afectada por el aumento de la concentracion
de los lipidos en el intervalo medido. La K, de N-MPR-DPG se estimé en al menos un orden de magnitud superior a
la de N-MPR-PA o N-MPR-CHEMS (5,84 x 108 frente a 2,01 x 107 y 1,95 x 107, respectivamente). Esta observacion
sugiere que N-MPR-DPG se divide con mayor fuerza en las membranas de doble capa que el resto de conjugados.
Como alternativa, no se puede excluir la posibilidad de que DPG potencie la autoagregacion. Como se sabe que los
entornos hidréfobos de doble capa potencian la helicidad de los péptidos, el aumento de helicidad de N-MPR-DPG
en relacién con N-MPR-CHEMS puede corresponder a un aumento de la particion de la membrana. Tomados en
conjunto, estos datos indican que el lipido unido altera tanto la estructura secundaria del péptido como su
comportamiento en vesiculas de doble capa.

ii. Respuesta a la inmunizacién

Los conjugados de N-MPR-lipido mostraron diferencias considerables en su capacidad para inducir anticuerpos anti-
péptidos al administrarlos a ratones BALB/C (Fig. 5 y 6). Los esteroles y los lipidos que contenian dos o mas
cadenas acilo produjeron, en general, titulos contra los péptidos en el intervalo de 10* a 10°. Estos lipopéptidos
generaron respuestas hacia 1IgG1/lgG2a equilibradas, lo que sugiere una respuesta auxiliar T equilibrada, con una
ligera preponderancia de IgG1. Las respuestas de IgA contra los péptidos no se detectaron en el suero (datos no
mostrados). El péptido no conjugado formulado en liposomas indujo una mayor respuesta contra los péptidos
(detectada en 2 de los 5 ratones) que los conjugados de acido palmitico o PC, ambos de los cuales no pudieron
generar una respuesta detectable. N-MPR-PC, en el que el péptido se unié al extremo distal de una cadena de acilo,
puede haber funcionado mas como una sola cadena debido a la distribucion de los grupos polares (péptido y grupo
de cabeza) a lo largo de la molécula. La conjugacion a CHEMS, pero no a DPG o CHOL, también gener6 una
respuesta débil contra el péptido C-MPR (Fig. 7).

Se ensayo la reactividad con los lipidos de los antisueros murinos debido a que se cree que la reactividad cruzada
de 2F5 y 4E10 con los fosfolipidos anidnicos es importante en su capacidad de neutralizar el VIH. Las formulaciones
de lipopéptidos no generaron anticuerpos contra la cardiolipina ni el fosfatidilglicerol, pero produjeron una respuesta
débil contra el colesterol, que se correlaciond negativamente con los titulos anti-péptido (correlacion del orden de
clasificacion de Spearman R = -0,853, p = 0,0000002). No se detectaron diferencias en los anticuerpos anti-
colesterol entre los sueros de los ratones que recibieron el lipopéptido CHOL, en el que esta disponible el 33-
hidroxilo, y el lipopéptido CHEMS, en el que se enmascara el 3B-hidroxilo. Los anticuerpos de colesterol
probablemente fueron generados por el colesterol no modificado en la formulacion vehiculo ademas del propio
lipopéptido. Estos ensayos se repitieron con solucién salina tamponada con Tris para abordar el problema de que la
presencia de fosfato soluble en el tampdn de ensayo pudiera haber inhibido la uniéon de los anticuerpos anti-
fosfolipido. Sin embargo, tampoco se detectd la reactividad hacia los fosfolipidos en estos ensayos (datos no
mostrados).

Para investigar mas extensamente la utilidad de la conjugacion de CHEMS para potenciar la inmunogenicidad de
MPR, se sintetizaron lipopéptidos en los que CHEMS estaba unido al extremo C-terminal, al extremo N-terminal o a
ambos (Fig. 8a). Las tres moléculas generaron anticuerpos que se unieron a los epitopos 2F5 y 4E10 individuales
(representados por N-MPR y C-MPR). Cabe destacar que el conjugado NC-MPR-CHEMS C-terminal generd una
respuesta mas potente hacia N-MPR que hacia si mismo. Los otros dos conjugados generaron anticuerpos
significativamente inferiores hacia N-MPR (p <0,004), lo que sugiere que la unién de CHEMS al extremo N-terminal
disminuyo la respuesta de los anticuerpos hacia el segmento N-terminal del péptido. Sin embargo, la conjugacion
con el extremo C-terminal no ejercié ningun efecto detectable en la respuesta de los anticuerpos hacia el segmento
C-terminal. Ninguno de los conjugados generé anticuerpos detectables hacia la cardiolipina o el fosfatidilglicerol
(datos no mostrados).

Por ultimo, se ha tratado de determinar si estos conjugados podrian generar anticuerpos que se unieran a gp140
recombinante (Fig. 8b). La construccion de gp140 usada (Clado B, Cepa Ba-1) diferia de la secuencia de consenso
de MPR en un solo resto (N677E). En los experimentos de control, bnAb 2F5 y bnAb 4E10 se unieron fuertemente a
esta gp140 a 1 yg/ml (datos no presentados). Varios sueros inmunes se unieron débilmente a gp140, pero solo a
una dilucién muy baja (1:50), lo que sugiere que la mayoria de los anticuerpos reconoce estructuras distintas a la de
la proteina nativa. Aunque NC-MPR-DPG provocé una mayor reactividad hacia gp140 que NC-MPR-CHEMS (3/5
respondedores frente a 1/5 respondedores), la reactividad es baja, y no esta claro si esta diferencia es significativa.
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Dado que la secuencia de interés se sitda al final del extremo C-terminal de la construccién recombinante, existia la
preocupacioén de que la adsorcién sobre la placa de ELISA pudiera alterar la estructura e interferir con la unién. Sin
embargo, la union no fue mas fuerte cuando la construccion recombinante se unié a las placas de unién a
hexahistidina a través de un marcador de hexahistidina (datos no mostrados).

C. Discusioén

El hallazgo de anticuerpos monoclonales ampliamente neutralizantes reactivos con la region MPR de gp41 a partir
de células derivadas de pacientes planteé la esperanza de una vacuna para el VIH contra los epitopos reconocidos
por estos anticuerpos. Numerosos estudios de anticuerpos neutralizantes especificos de MPR sugieren que la
presentacion de inmundégenos MPR en un entorno de membrana podria facilitar la generacién de respuestas
neutralizantes. Sin embargo, los virus recombinantes y las construcciones de fusion MPR-transmembrana en
vesiculas lipidicas no han generado un alto titulo de anticuerpos neutralizantes.

Los presentes inventores tienen la hipotesis de que la union covalente de los anclajes lipidicos a los segmentos
MPR mejoraria tras estas metodologias mediante el aumento de los titulos de anticuerpos anti-péptido, alterando la
estructura del epitopo dentro de la membrana o generando anticuerpos neutralizantes. Se compararon los esteroles,
los acidos grasos y los fosfolipidos para potenciar las respuestas humorales hacia antigenos unidos de manera
covalente. La principal conclusion de este estudio es que la estructura del anclaje lipidico ejerce una influencia
significativa en el titulo anti-péptido.

Inesperadamente, el hemisuccinato de colesterol (CHEMS) promovid la mayor respuesta de anticuerpos hacia un
péptido unido, aunque las diferencias en la inmunogenicidad eran relativamente pequefias entre los anclajes mas
potentes. CHEMS generé respuestas anti-péptido significativamente mayores que el acido colénico (CHOL), una
molécula similar (titulos medios geométricos de 5,3 x 10* y 1,8 x 10*, respectivamente; p = 0,033). La conjugacion
del CHEMS con el extremo C-terminal de MPR promovié respuestas anti-péptido significativamente mayores de lo
que lo hizo la conjugacion de CHEMS al extremo N-terminal (p <0,05). Los dos péptidos NC-MPR anclados a lipidos
ensayados también generaron anticuerpos que se unieron débilmente a gp140 mediante ELISA.

Ni un solo factor, tal como la posicién del anclaje lipidico, el contenido helicoidal del péptido, el coeficiente de
particion del lipopéptido o la presencia de fosfato en el anclaje determina la capacidad de un lipopéptido para
generar anticuerpos anti-péptido. Sin embargo, la parte N-terminal de MPR (que contiene el epitopo 2F5) fue
considerablemente mas inmunogénica en ratones BALB/C que el segmento C-terminal (que contiene el epitopo
4E10). Para los péptidos no estructurados, se puede usar la conjugacion de lipidos para manipular la estructura
secundaria de los péptidos dentro de las membranas. Por lo tanto, estos lipidos aumentan las herramientas a
disposicion de los investigadores de vacunas para el VIH-1 para sondear la inmunogenicidad de MPR y disefar
vacunas dirigidas a MPR.

La estrategia de los presentes inventores es analoga a la informada por Giannecchini y colaboradores, en la que se
unio acido octadecanoico al extremo C-terminal de MPR del virus de la inmunodeficiencia felina. Sin embargo, este
inmunogeno solo generd anticuerpos anti-péptidos débiles (DO de ELISA < 1,0 a diluciéon de suero de 1:100) en
gatos. Por lo tanto, existe la necesidad de inmundgenos que no solo se dirijan a la estructura antigénica apropiada,
sino que también generen anticuerpos con titulo alto. Coutant y colaboradores también derivatizaron recientemente
un péptido MPR con fosfatidiletanolamina para sondear su estructura fisiolégica dentro de las membranas, pero no
informaron sobre los titulos de anticuerpos. Los hallazgos de los presentes inventores sugieren que los péptidos
MPR anclados a lipidos son altamente inmunogénicos en ratones; los titulos son un orden de magnitud superior a
los informados por Lenz y colaboradores en ratones BALB/C inmunizados con gp41 trimérica anclada a liposomas.

El uso de liposomas que contienen monofosforil lipido A (MPL) para la induccién de respuestas de linfocitos T
citotoxicos y anticuerpos contra péptidos y proteinas asociados a liposomas ha sido promovida por Alving y
colaboradores. Los mecanismos adyuvantes atribuidos a los liposomas que contienen MPL incluyen el aumento de
la absorcion, del procesamiento y de la presentacion por células presentadoras de antigeno, de la persistencia
prolongada en el lugar de la inyeccion y de la activacion de la inmunidad innata a través de la unién del receptor 4 de
tipo Toll. La incorporaciéon de MPL a liposomas también reduce la reactogenicidad al tiempo que mantiene la
actividad adyuvante. Por otra parte, varios estudios han demostrado que la unidon covalente de los péptidos a
liposomas mejora las respuestas inmunes humorales hacia los péptidos y las proteinas asociados a liposomas. En
comparacion con la encapsulacion no covalente, White y colaboradores demostraron mayores respuestas de
anticuerpos frente a un péptido derivado del bucle V3 de gp120 al acilar el péptido en el extremo N-terminal antes de
la formulacion de los liposomas o unirlo a través de un enlace disulfuro reversible a liposomas que contenian un
derivado de colesterol tiolado. Los liposomas con adyuvante MPL también se han usado para generar anticuerpos
anti-lipidos de diversas especificidades. Un anticuerpo monoclonal murino frente a fosfatidilinositol fosfato sin
especificidad de union al VIH-1 conocida también ha demostrado neutralizar aislados primarios, lo que sugiere que
solo la unién a la membrana puede bastar para la neutralizacion.

El hecho de no generar anticuerpos anti-fosfolipidos en el presente estudio no concuerda con un informe reciente en
el que la inmunizacién de ratones Balb/c con un péptido asociado a liposoma con adyuvante MPL generd
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anticuerpos de especificidad doble, bajo titulo (DO = ~1,0 a dilucién de suero 1:00) que reconocian determinantes
tanto peptidicos como lipidicos. En estos estudios, la secuencia de MPR se modificé con un epitopo T auxiliar
universal de la toxina del tétanos, pero no contenia un lipido covalente. Como la inducciéon de anticuerpos anti-
lipidos mediante liposomas se ve afectada por una serie de factores, incluyendo la formulacion y la via de inyeccion,
la modulacién de estos parametros en los futuros estudios puede permitir que los lipopéptidos MPR presentados en
el presente documento generen anticuerpos de reactivididad cruzada con los lipidos.

No esta claro por qué un péptido anclado a esterol seria mas inmunogénico que un péptido anclado por cadenas
alifaticas. EI mecanismo no parece surgir de cambios inducidos en la estructura secundaria; N-MPR-CHEMS, que
diferia poco del péptido N-MPR libre por dicroismo circular, genero una media geométrica de los titulos (GMT) de
casi un orden de magnitud superior a la de N-MPR-DPG (5,3 x 10* y 6,7 x 10°, respectivamente), que mostré un
contenido helicoidal considerablemente superior (26,5 % y 47,8 %, respectlvamente) La particién de la membrana
tampoco explica la disparidad en los titulos anti- geptldo pues N- MPR-DPG se dividié mucho mas fuertemente en los
liposomas que N-MPR-CHEMS (K, > 5,84 x 10" y K, = 1,95 x 10). Ademas, aunque N-MPR-CHEMS y N-MPR-PA
presentaron un comportamiento de particion muy similar, N-MPR-PA no generd ningun anticuerpo anti-péptido
detectable. Por lo tanto, la actividad adyuvante de los conjugados de esterol surge de algun otro mecanismo. Los
conjugados de CHEMS pueden adoptar una estructura superficial mas altamente expuesta que CHOL, DPG u otros
lipopéptidos menos inmunogénicos. Sin embargo, los esfuerzos por cuantificar la accesibilidad a la superficie
liposomal de los péptidos MPR modificados con lipidos son complicados por la capacidad de los anticuerpos 2F5 y
4E10 para intercalarse en la membrana y "extraer" sus epitopos. Como alternativa, el resto lipidico puede alterar el
procesamiento de los epitopos T auxiliares asociados o facilitar la transferencia de la membrana de células que
proporcionan una presentacion mas eficaz a los linfocitos B.

Varios de los hallazgos presentados en el presente documento pueden ser Utiles en los estudios de MPR como
diana para el disefio de inmundgenos que generen anticuerpos neutralizantes. En primer lugar, los datos refuerzan
la afirmaciéon de que la inmunogenicidad de MPR surge principalmente de la parte N-terminal. Este hecho fue
confirmado por estudios de inmunizacién con péptidos que solo contenian un Unico epltopo (N-MPR y C-MPR) o
ambos epitopos (NC-MPR). N-MPR-CHEMS genero una GMT anti-N-MPR de 5,3 x 10°, mientras que C-MPR-
CHEMS generd titulos anti-C-MPR inferiores a 6 x 10°. Ademas, los ratones inmunizados con NC MPR derivatizados
con CHEMS en el extremo C-terminal generaron titulos sumamente elevados (GMT de 2,5 x 10°) contra la regiéon N-
terminal del péptido, pero solo titulos bajos contra el segmento C-terminal (GMT de 9 x 10%). La escasa
inmunogenicidad del epitopo 4E10 puede surgir del enmascaramiento del epitopo dentro de la membrana, como se
prevé que se produzcan en los picos de la envoltura nativa. Sin embargo, otros estudios indican que la propia
secuencia peptidica es poco inmunogénica. Si esto se debe a la mimica autoantigénica, se pueden requerir
adyuvantes mas potentes para eludir una barrera de tolerancia periférica.

Los inmundgenos de los lipopéptidos descritos en el presente documento pueden ser Utiles en un régimen de
inmunizacion de sensibilizacion-refuerzo para centrarse en la respuesta inmune hacia MPR. En primer lugar, se
sensibilizd el sistema inmune con péptidos unidos a la membrana, altamente inmunogénicos, que inducian
respuestas de anticuerpos dirigidas a los péptidos MPR en el contexto de la membrana, reduciendo al minimo los
anticuerpos dirigidos contra otros determinantes de la envoltura no neutralizantes, inmunodominantes. En segundo
lugar, el sistema inmune se sensibilizaria con una construcciéon recombinante en la que el MPR se ve limitado a la
confirmacion estructural adecuada. Por lo tanto, solo se veran reforzados los anticuerpos reactivos con MPR de la
confirmacion apropiada, lo que minimiza los anticuerpos dirigidos contra estructuras de MPR irrelevantes.

Una observacion importante es que la a-helicidad de los péptidos MPR no estructurados se puede modular mediante
la alteracion de la fraccion lipidica adjunta. Ademas, la unién del ancla lipidico al extremo C-terminal produjo un
inmunogeno mas potente de lo que lo hizo la union del anclaje al extremo N-terminal. Por ultimo, los resultados
indican que el hemisuccinato de colesterol es un anclaje lipidico simple pero eficaz para crear inmunégenos de
lipopéptidos.
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Ejemplo 2: Sintesis de derivado de esterol derivatizado de amina (amina de colesterol)

H,C
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En el siguiente ejemplo, se usan las siguientes abreviaturas: metanol (MeOH); alcohol isopropilico (IPA); cloruro de
tetrabutilamonio (TBAC); diclorometano (CH:Cl,); cloroformiato de colesterol (Chol-CF); hexanodiamina (HDA);
cloruro de tetraetilamonio (TEAC).

Por lo general, se realizé una sintesis de 1 g en una proporcion de 1:1 de chol-CF con respecto a HDA. Se disolvié
1 g (2,23 mmol) de chol-CF en 5 ml de CH2Cl,, y se afiadié gota a gota a 258,8 mg (2,23 mmol) de HDA disuelto en
5 ml de MeOH. Se agit6 la reaccion a temperatura ambiente, no se requirié tiempo de incubacion. Se afiadieron
20 ml de MeOH y 2,5 ml de CH2Cl; al producto en bruto (10 ml). Después, se cargé la solucion transparente a una
columna Hypersil C18 (10 g, Thermo Scientific) previamente humedecida con ~30 ml de MeOH. Se recogi6 el flujo a
través en fracciones de 5 ml (primera fraccion de 8 ml, de 5 ml las posteriores). A continuacion, se lavo la columna
con 20 ml de MeOH, y también se recogieron las fracciones de lavado en incrementos de 5 ml. Se combinaron las
fracciones que contenian el compuesto puro y se secaron usando un evaporador rotatorio. Se disolvié el producto
seco en MeOH:CH.Cl, 75:25, y se almacend a temperatura ambiente hasta su uso.

Analisis por HPLC. El analisis del producto se realizé usando un sistema de HPLC GP50 de Dionex. La separacion
de los componentes lipidicos se realizdé en una columna C18 (Dionex Acclaim 120, 5 um, 120 A, 4,6 x 250 mm)
usando una elucion isocratica con MeOH:IPA (25:75 v/v) que contenia TEAC 100 mM, pH 7,8 (caudal de 1 ml/min;
25 °C). La deteccion fue por absorbancia a 205 nm usando un detector de matriz de fotodiodos Dionex PDA-100. Por
lo general, las muestras de lipidos se disolvieron en MeOH:CHCl,, y se analizaron 20 pl.
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Ejemplo 3: Sintesis de derivado de esterol derivatizado de maleimida (Maleimida de colesterol)

HC

CH
CH,

o,
o o
H Jk
NW
N/\/\/\rr H N,
. o]

En el siguiente ejemplo, se usan las siguientes abreviaturas: diclorometano (CH2Cl,); metanol (MeOH); amina de
colesterol (CA); cloruro de tetrabutilamonio (TBAC); éster de N-[e-maleimidocaproiloxi]succinimida (EMCS).

a

Se prepar6 amina de colesterol a 20 mg/ml en MeOH:CH.Cl> (1:1 v/v). Se prepar6 EMCS a 11,6 mg/ml en
MeOH:CH.Cl, (1:1 v/v). La reaccién se inicié6 mediante la adicién de un volumen de EMCS a un volumen de amina
de colesterol. La mezcla se incub6 durante 60 min, a 25 °C, con agitacion. Esta reaccion se puede escalar de la
manera correspondiente.

Purificacién de maleimida de colesterol. Se empled el sistema de HPLC UltiMate 3000 de Dionex para la purificacion
a escala preparativa de la maleimida de colesterol. Se inyectaron 2 ml de la mezcla de reaccién de maleimida de
colesterol, equivalentes a aproximadamente 15 mg de los materiales, y los componentes separados por elucion
isocratica con metanol que contenian acido acético al 0,0025 % en una columna C18 preparativa (Grace Alltima; 22
x 250 mm; 5 ym; PN 81105); caudal de 10 ml/min; deteccion de 205 nm. La maleimida de colesterol se eluyé como
un pico a aproximadamente 30- 35 min. Se recogieron las fracciones de maleimida de colesterol y se enfriaron a -20
°C durante 30 min, después se liofilizaron durante 48 h para obtener maleimida de colesterol purificada seca.

Analisis por HPLC. El analisis de los lipidos se realizé usando un sistema de HPLC GP50 de Dionex. La separacion
de los componentes lipidicos se realizdé en una columna C18 (Dionex Acclaim 120, 5 um, 120 A, 4,6 x 250 mm)
usando una elucion isocratica con MeOH:IPA (90:10 v/v) que contenia TEAC 100 mM, pH 7,8 (caudal de 1 ml/min;
25 °C). La deteccion fue por absorbancia a 205 nm usando un detector de matriz de fotodiodos Dionex PDA-100. Por
lo general, las muestras de lipidos se disolvieron en MeOH:CHClI; (7:1 v/v) y se analizaron 20 pl.

Ejemplo 4: Acido poli-y-D-glutamico (PGA) como antigeno para formar vacunas liposomales contra especies de
Bacillus

A. Materiales. Diclorometano (CH2Cly; Honeywell n.° AH300-4). Acido acético (HOAc; EM Science n.° AX0074-6).
Fosfato de sodio, monobasico (NaH2POj; Fisher Scientific n.° S369-3). Fosfato de sodio, dibasico (NazHPO,; Fisher
Scientific n.° S471-3). Di-miristoil fosfatidil colina (DMPC; lipoide n.° 562207-1/10). Di-miristoil fosfatidil glicerol
(DMPG; NOF n.° GM030805). Colesterol (NOF n.° 70721). Maleimida de colesterol (Molecular Express Inc.). Mono-
fosforil lipido A (MPL; Sigma-Aldrich n.° L6895). Acido poli-D-glutamico (PGA; Anaspec Inc. n.° 59898).

B. Formacién de liposomas. Las formulaciones de liposomas de maleimida de colesterol se muestran en la Tabla I.

Cantidad Concentracion Concentracion Proporcion

Componente PM

(mg) [mg/ml] [mmol/ml] molar
DMPC 825,20 678,00 41,26 0,0609 15,00
DMPG 162,09 665,90 8,10 0,0122 3,00
Colesterol 46,69 386,70 2,33 0,0060 1,49
CMI 30,00 722,05 1,50 0,0021 0,51
MPL 6,00 0,30
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En resumen, se disolvieron mezclas de lipidos secas en las cantidades que se muestran en la Tabla |, con o sin
MPL, en 10 ml de CH,CI, en matraces de fondo redondo de vidrio de 250 ml. Se formaron peliculas de lipidos por
evaporacion del CH,Cl,, usando un evaporador rotatorio Yamato RE600 (20 rpm, 25 °C, 1 h). Se mantuvieron las
peliculas al vacio durante de 24 a 48 horas mas para asegurar la completa evaporacion de los disolventes. Se
hidrataron las peliculas secas mediante la adicién de 20 ml de tampdn de fosfato de sodio 10 mM, pH 7,0, con
agitacion rotatoria mediante el evaporador rotatorio Yamato RE600 (20 rpm, 25 °C, no vacio, 30-60 min). Se
formaron liposomas por microfluidizacion de las peliculas hidratadas usando un microfluidizador Microfluidics M-
110L (camara F20Y de 75 pl; 75842,33 kPa [11.000 psi]; 25 °C; 3 pasadas). El lavado subsiguiente del
microfluidizador con la adicion de 40 ml de tampén de fosfato de sodio 10 mM, pH 7,0 (para recuperar el exceso de
liposomas que quedaron en el microfluidizador) produjo una muestra total de liposomas en bruto de
aproximadamente 60 ml. Se concentraron los liposomas en bruto por ultrafiltracion (sistema Amicon, membrana
BPMKO04310 Millipore; 275,79 kPa [40 psi]; 25 °C) hasta aproximadamente 15 ml y se esterilizaron por filtracion a
través de unidades de filtracion de jeringa de membrana PES de 0,22 ym (unidades de filtro Millex-GP de Millipore;
SLGPO33RS). Se analizaron las muestras mediante HPLC para determinar las concentraciones de los componentes
lipidicos. Basandose en el analisis HPLC, se diluyeron los liposomas en bruto concentrados esterilizados hasta 2 x la
concentracion de trabajo con tampoén de fosfato de sodio 10 mM esterilizado, pH 7,0. La Tabla | muestra la
formulacién y la concentracion x 2 de cada componente lipidico.

C. Analisis mediante HPLC de los lipidos. El analisis de los componentes lipidicos se realizé usando un sistema de
HPLC GP50 de Dionex. La separacion de los componentes lipidicos se realizé en una columna C18 (Acclaim 120 de
Dionex, 5 ym, 120 A, 4,6 x 250 mm) usando una elucién isocratica con MeOH:IPA (90:10 v/v) que contenia TEAC
100 nM, pH 7,8 (caudal de 1 ml/min; 25 °C). La deteccion fue mediante absorbancia a 205 nm usando un detector de
matriz de fotodiodos PDA-100 de Dionex. Por lo general, las muestras se prepararon disolviendo 100 ul de
liposomas en 400 ul de MeOH:CH.ClI, (7:1 v/v) y se analizaron 20 pl de las muestras disueltas.

D. Analisis del tamafo de los liposomas. El analisis del tamario de los liposomas se realizé usando un analizador del
tamafio de particula UPA150 de Microtrac con blanco de tampén de fosfato de sodio 10 mM, pH 7,0 (3 min de
tiempo de deteccion). Por lo general, las muestras de liposomas se diluyeron hasta aproximadamente 0,3 x la
concentracion de trabajo para el analisis del tamafio de particula.

E. Formacion de liposoma de PGA. Se preparé PGA a 0,3 mg/ml en tampdn de fosfato de sodio 10 mM, pH 7,0. La
conjugacion de PGA a liposoma de maleimida de colesterol se inicid6 mediante la adicion de 1 volumen de PGA a 1
volumen de 2 x liposomas de maleimida de colesterol (con o sin MPL). La Tabla Il resume el esquema de
conjugacion de varias muestras preparadas. CMI = maleimida de colesterol; L-CMI = liposoma que contiene
maleimida de colesterol.

, L-CMI + MPL PGA Tampon
Muestra Numero de lote L-CMI (2X) (x 2) (0,3 mg/ml) (NaPi 10 mM)
Tampén 080808A 6 ml
L-CMI 080808B 3ml 3ml
L-CMI + MPL 080808C 3ml 3 mi
L-CMI + PGA 080808D 3ml 3 mi
L-CMI + MPL + PGA 080808E 3 mi 3 mi

Después de 1 h de incubacion a 25 °C, se lavé cada mezcla de reaccion con tampon de fosfato de sodio 10 mM, pH
7,0, mediante ultrafiltracién Amicon a una dilucién de aproximadamente 100 veces para eliminar cualquier exceso de
PGA. Se filtraron los liposomas de PGA lavados en condiciones estériles, se analizaron mediante HPLC, después se
diluyeron a 1 x concentracion de lipidos de manera similar a la descrita anteriormente.

F. Analisis mediante HPLC de PGA. El analisis de PGA se realizé usando un sistema de HPLC GP50 de Dionex. La
separacion y la elucion de PGA se realizaron en una columna C8 (Dionex Acclaim 120, 5 um, 120 A, 4,6 x 250 mm)
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usando una elucion isocratica con acetonitrilo al 10 % que contenia TFA al 0,1 % (caudal de 1 ml/min; 25 °C). La
deteccion fue por absorbancia a 220 nm usando un detector de matriz de fotodiodos PDA-100 de Dionex. Por lo
general, las muestras se prepararon disolviendo 100 pl de liposoma en 400 pyl de MeOH/CH,Cl, (7: 1 v/v) y se
analizaron 20 pl de las muestras disueltas.

G. Respuesta de los anticuerpos en suero a L-PGA en el modelo de ratdn. Se aplicaron mediante inyeccion por via
subcutanea a ratones BALB/c (n = 5, hembras, de 6 a 8 semanas, Simonsen Laboratories, Inc., Gilroy, CA) las
formulaciones de vacuna indicadas en la Tabla Ill.

Vacuna Numero de lote DOSIS,de Adyuvante Sigma/dosis D.OS'S d'e: la
proteina inyeccion
Tampén 080808A 0 0 100 pl
L-CMI 080808B 0 0 100 pl
L-CMI + MPL 080808C 0 MPL/15 ug 100 pl
L-CMI + PGA 080808D 15 ug 0 100 pl
L-CMI + MPL + PGA 080808E 15 ug MPL/15 ug 100 pl
PGA-BSA/Alumbre 25 ug Alumbre/50 ug 150 ul

Se prepararon las formulaciones de vacuna, a excepcion de PGA-BSA/alumbre, como se describe en la Tabla Il. Los
ratones recibieron las dosis los dias 0, 14, 28, fueron sacrificados el dia 52 y se desangraron por puncién cardiaca.
Se determinaron los niveles de anti-PGA en muestras de suero usando el ensayo de inmunoabsorcion Iigrado a
enzimas (ELISA). En resumen, se recubrieron placas de 96 pocillos, de poliestireno, de fondo plano, Pro-Bind M (BD
Biosciences, San Jose, CA) con 100 ng de PGA disuelto en 100 pl de tampén de carbonato (0,1 M, pH 9,6) durante
la noche a 4 °C. El PGA usado para recubrir las placas se purificé previamente de Bacillus licheniformis en el
laboratorio del Dr. Cui en OSU. Para la medicion de anti-PGA, se lavaron las placas con PBS/Tween 20 (10 mM, pH
7,4, Tween 20 al 0,05 %, Sigma-Aldrich) y se bloquearon con suero de caballo al 5% (v/v) en PBS/Tween 20
durante 1 hora a 37 °C. Se diluyeron las muestras en serie con factor de dilucion de 2 en suero de caballo al 5 % en
PBS/Tween 20, se afiadieron a las placas tras la extraccion de la solucion de bloqueo, y se incubaron durante 3-4 h
mas a 37 °C. Se retiraron las muestras de suero, y se lavaron las placas 5 veces con PBS/Tween 20. Se afadio
inmunoglobulina de cabra anti-ratén marcada con peroxidasa de rabano picante (HRP) (IgG, IgG1, IgG2a o IgM,
dilucion con factor de dilucién de 5.000 en suero de caballo al 1,25 % en PBS/Tween 20, Southern Biotechnology
Associates, Inc. Birmingham, AL) a las placas, seguido de otra incubacion de 1 hora a 37 °C. Las placas se lavaron
de nuevo 5 veces con PBS/Tween 20. Se detectd la presencia de anticuerpo unido tras una incubacién de 30 min a
temperatura ambiente en presencia de sustrato de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma-Aldrich), seguido de la
adicién de acido sulfarico 0,2 N como el la solucidn de parada. Se leyd la absorbancia a 450 nm usando un lector de
microplacas de multideteccion Synergy de BioTek (BioTek Instruments, Inc. Winooski, VT).

G. Preparacién de suspensién de esporas de B. licheniformis. Se prepardé la suspension de esporas de B.
licheniformis como se describe en otro documento (Feijo et al., 1997). En resumen, se agitaron cultivos de B.
licheniformis a 37 °C, 250 rpm durante 36-48 horas y se inocularon en placas de agar LB. Se incubaron las placas
durante 5 dias a 37 °C para estimular la esporulaciéon. Se recogieron las esporas de cada placa después de la
adiciéon de 5 ml de agua desionizada, enfriada con hielo, estéril a la superficie de la placa, seguido de la extraccion
con un rascador estéril. Se lavaron las suspensiones de esporas 10 veces sucesivamente con agua desionizada
enfriada con hielo, seguido de centrifugacién a 10.000 x g durante 20 min. Entre los lavados, se decantd el
sobrenadante, y los sedimentos se volvieron a suspender en agua desionizada, enfriada con hielo, estéril. Después
del lavado final, se volvieron a suspender las esporas en PBS (pH 7,0, 10 mM) y se calentaron durante 12 min a
80 °C para matar las bacterias vegetativas restantes. Se enfri6 la suspension de esporas de inmediato en un bafio
de agua con hielo y después se almacend a 4 °C hasta su uso posterior.

H. Ensayo de la bacteriolisis mediada por complemento. Se volvieron a suspender esporas de B. licheniformis en

caldo LB y se incubaron a 37 °C durante 90 min sin agitacion. Se centrifugaron las células de Bacillus vegetativas
recién germinadas durante 5 min a 14.000 rpm, y se volvieron a suspender en caldo LB a una concentracion de
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~450 UFC en 60 pl. Se combinaron las muestras de suero de cada ratén, se inactivaron por calor (56 °C, 30 min), y
se diluyeron en serie con factor de dilucion de 10 en PBS. Las condiciones del ensayo consistian en 60 pl de
suspension de células de Bacillus, 20 yl de suero inactivado por calor y 20 yl de complemento de conejo (Sigma,
diluido 1: 4 en PBS). La mezcla se incubé a 37 °C durante 1 hora sin agitacion. Se sembraron las muestras de cada
mezcla de incubacion (30 ul) en placas de agar LB, y se incubaron las placas durante 8 horas a 37 °C. Se determino
el numero de colonias formadas. Como controles, las bacterias se incubaron con complemento de conejo solo antes
de sembrarlas en placas de agar LB. Se calculd el porcentaje de células bacterianas muertas para cada dilucion de
suero comparandolo con el nimero de colonias formadas al incubar las bacterias con complemento solo.

I. Resultados y discusion

Se analizd el contenido de lipidos de los liposomas formados mediante HPLC. DMPG, DMPC y el colesterol
mantuvieron su relacion de area relativa (aproximadamente 0,12:0,68:1) durante todo el proceso de formacion de los
liposomas, lo que indica la estabilidad y la no pérdida especifica significativa de estos componentes por el
procesamiento. No se analizé el contenido de MPL debido a la falta de un método analitico que pudiera detectar las
bajas concentraciones de MPL en estos liposomas. El analisis del contenido de CMI mostré claras diferencias entre
L-CMI sin (Figura 2A) y con MPL (Figura 2B); la relacion del area de CMI con respecto al colesterol resultd ser de
1,83:1y 0,95:1, respectivamente. Cabe sefialar que la relacion de CMl:colesterol inicial antes del procesamiento era
de aproximadamente 2:1, lo que indica un mayor agotamiento de CMI en ambos tipos de liposomas durante el
proceso de formacion. En general, basandose en la comprension actual del proceso, el agotamiento de CMI y la
diferencia entre los dos tipos de liposomas se debieron a la inestabilidad y a la pérdida de CMI en condiciones de
procesamiento ligeramente variadas.

El CMI estimado disponible en las superficies exteriores de estos liposomas fue de aproximadamente 0,50 y
0,33 mg/ml de L-CMI (x 2) sin y con MPL, respectivamente. En teoria, este CMI disponible puede conjugar hasta
0,79 y 0,52 mg de PGA por ml de 1 x liposomas respectivamente. Cabe sefalar que L-CMI se formulé para contener
0,75 mg de CMI en la superficie exterior por ml de L-CMI (x 2), capaz de conjugar hasta 1,2 mg de PGA por ml de 1
x liposomas. El objetivo de los presentes inventores era conjugar L-CMI con PGA para formar liposomas de
maleimida de colesterol-PGA (L-PGA) a 0,15 mg de PGA/mI de 1 x liposomas. El CMI disponible en la superficie de
estos L-CMI bastaba para este fin.

Conjugacion de PGA con L-CMI. Debido a diversas limitaciones, incluyendo la disponibilidad limitada de PGA y el
hallazgo de que (presumiblemente) el PGA solubilizado puede oxidarse rapidamente y volverse no conjugable, se
modificaron ligeramente las reacciones de conjugacion reales. Se prepard una muestra de PGA estimada en
aproximadamente 1 mg de PGA total por ml, de PGA activo desconocido, y se conjugo con L-CMI. El analisis de los
datos del area de CMI sugiere una pérdida de 0,053 y 0,052 mg/ml de L-CMI sin y con MPL, respectivamente,
equivalente a aproximadamente 0,193 y 0,188 mg de PGA conjugado por ml de 1 x liposomas. Esta fue superior a la
concentracion de 0,15 mg/ml diana. El grado de conjugacion, medido por la pérdida de CMI, coincidié entre los dos
liposomas en aproximadamente 0,19 mg de PGA/ml. Se separé por filtracion el exceso de PGA y/o producto/s de
degradacion mediante ultra-filtracion. Para proporcionar 0,15 mg de PGA/ml de 1 x liposomas para el estudio
inmunoldgico, se diluyeron estas muestras a 0,15 mg/ml usando los respectivos 1 x liposomas vacios.

Se eluyd PGA recién preparado en aproximadamente 7,7 min segun el analisis de HPLC (Figura 3A). Los
preparados de PGA almacenados a lo largo del tiempo mostraron el agotamiento de PGA en el pico de 7,7 min con
aumento concomitante de un segundo pico a los 16,4 min (Figura 3B). Cuando se uso este preparado de mas
tiempo para conjugarlo a L-CMI, solo el PGA se agotd, mientras que el producto de degradacién se mantuvo
constante, lo que sugiere que el producto de degradacion no era conjugable. El producto de degradacién no se ha
identificado. Se presume que es la forma dimérica oxidada (con enlace de disulfuro) del PGA. Su falta de capacidad
de conjugacion con L-CMI sugiere que no contiene grupos sulfhidrilo libres, apoyando la hipétesis de la oxidacion
mediante la formacién de enlaces disulfuro.

El uso de liposomas vacios para diluir los aproximadamente 0,19 mg de PGA/ml de 1 x liposomas hasta la
especificacion de 0,15 mg/ml para los estudios inmunolégicos permitié el mantenimiento de las concentraciones de
lipidos en factor 1 incluyendo MPL a 0,15 mg de PGA/ml y PGA conjugado a 0,15 mg/ml. Se desconoce si esta
mezcla no homogénea de liposomas vacios y 0,199 mg de PGA/ml de liposomas tiene un efecto significativo
(comparese con el liposoma ideal homogéneo de 0,15 mg/ml) sobre la respuesta inmunoldgica.

La inmunizacién con L-CMI+MPL+PGA indujo potentes anticuerpos IgG e IgM anti-PGA. El adyuvante MPL parece
ser necesario para inducir anticuerpos anti-PGA, como se evidencia por la falta de una respuesta de anticuerpos IgG
anti-PGA en el grupo de L-CMI+PGA. Ambos anticuerpos IgG1 y IgG2a anti-PGA se generaron en ratones
inmunizados con L-CMI+MPL+PGA. Como era de esperar, la inmunizacién con L-CMI o L-CMI+MPL no indujo una
respuesta de anticuerpos anti-PGA.

Actividad de destruccion de Bacillus de las vacunas de L-PGA. Para evaluar la funcionalidad de los anticuerpos anti-

PGA inducidos, se completé un ensayo bactericida mediado por el complemento como se describe en otro
documento con modificaciones (Chabot et al., 2004). Debido a los riesgos bioldgicos asociados con B. anthracis, se
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uso B. licheniformis como sistema de modelo. Se ha demostrado que los PGA de B. anthracis y B. licheniformis son
quimica e inmunolégicamente idénticos (Makino et al, 1989; Mesnage et al., 1998). Las muestras de suero de los
ratones inmunizados por via subcutanea con L-CMI+MPL+PGA activaron el complemento y resultaron tener
actividad destructora de Bacillus comparable a la de los ratones inmunizados subcutaneamente con PGA-BSA
adsorbido en alumbre.

J. Conclusiones:

El PGA se conjugd con éxito a L-CMI en 0,15 mg/ml sin o con 0,15 mg/ml de MPL para formar vacunas anti-Bacillus.
Los ratones vacunados con L-PGA que contenia MPL mostraron una induccién de anticuerpos IgG e IgM anti-PGA
comparable a la vacunacién con PGA-BSA/alumbre. El suero de los ratones vacunados con L-PGA+MPL mostré
actividad destructora de Bacillus como se demuestra por el ensayo bactericida mediado por el complemento.

K. Referencias

Chabot D. J., Scoipio A., Tobery S. A., Little S. F., Norris S. L., Friedlander A. M. “Anthrax capsule vaccine protects
against experimental infection”. Vaccine. 15 de noviembre de 2004; 23(1):43-7.

Feijoo S. C., Hayes W. W., Watson C. E., Martin J. H. “Effects of Microfluidizer Technology on Bacillus licheniformis
Spores in Ice Cream Mix”. J Dairy Sci. 1997; 80(9):2184-7.

Makino S., Uchida I., Terakado N., Sasakawa C., Yoshikawa M. “Molecular characterization and protein analysis of
the cap region, which is essential for encapsulation in Bacillus anthracis”. J. Bacteriol. Febrero de 1989; 171 (2):722-
30.

Mesnage S., Tosi-Couture E., Gounon P., Mock M., Fouet A. “The capsule and S-layer: two independent and yet
compatible macromolecular structures in Bacillus anthracis”. J Bacteriol. Enero de 1998; 180 (1):52-8.

Ejemplo 5: Eficacia de L-CMI-M2eA1 contra la exposicién con el virus de la gripe H1N1

Se uso6 la proteina M2 M2eA1 del virus de la gripe A (H1N1) como un antigeno modelo para demostrar la capacidad
del esterol derivatizado de maleimida para servir como ancla antigénica en un ensayo de exposicion contra la gripe.

En este estudio, se usaron ratones Balb/c de 6 semanas de vida, hembras (Harlan Laboratories, Indianapolis, IN,
EE.UU.). Los animales fueron enjaulados a razén de 5 o 7 ratones por jaula. Los animales se mantuvieron en jaulas
microisolator con dieta convencional para roedores (dieta para roedores n.° 2918 de Taklad Laboratory (18 % de
proteina), Harlan/Teklad, Madison, Wisconsin) y agua a voluntad.

Las vacunas se prepararon sustancialmente como se ha descrito anteriormente para el antigeno de PGA. Las dosis
administradas a los ratones se enumeran en la Tabla 1. Las vacunas se administraron por via subcutanea el dia 0 y
por via intranasal (IN) el dia 60*. Los ratones se sedaron con 100 mg/kg de ketamina y 16 mg/kg de xilaxina antes
del refuerzo IN para garantizar la asimilacion del refuerzo por las fosas nasales de los ratones.

Dosis de . ' ' Dosis.,,de la ' Dosis.,,de la
Grupo Vacuna . Adyuvante Sigma/dosis | inyeccion (ml) inyeccion (ml)

proteina *Refuerzo *Refuerzo

1 L-CMI Ninguna Ninguna 0,10 0,05

2 L-CMI Ninguna 15 ug de MPL/dosis 0,10 0,05

3. L-CMI Ninguna 4,5 ug de MPL/dosis 0,10 0,05

4 L-CMI-M2eA1 15 ug Ninguna 0,10 0,05

5 L-CMI-M2eA1 15 ug 15 ug de MPL/dosis 0,10 0,05

6 L-CMI-M2eA1 15 ug 4,5 ug de MPL/dosis 0,10 0,05
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Dosis de Dosis de la Dosis de la
Grupo Vacuna roteina Adyuvante Sigma/dosis | inyeccion (ml) inyeccion (ml)
P *Refuerzo *Refuerzo
7 L-M2eA1-HD 15 ug 15 ug de MPL/dosis 0,10 0,05
8 Control de L Ninguna 15 ug de MPL/dosis 0,05 0,05
9 Tampodn Ninguna Ninguna 0,10 0,05

Los ratones fueron infectados IN con 10 DLsp de H1N1 (PR8) el dia 67. La infeccion IN requiri6 la sedacion de los
ratones con 100 mg/kg de ketamina y 16 mg/kg de xilazina. Los ratones inmunizados con L-M2eA1 (57,14 % de
supervivencia) fueron protegidos de manera significativa contra la exposicién con 10 DLso de H1N1 en comparacion
con los ratones que recibieron tampoén, Control de L, L-CMI-M2eA1-MPL/4,5 ug, L-CMI-MPL/4,5 ug, L-CMI-MPL/15

ug, L-CMI-sin adyuvante (supervivencia del 0 %, p < 0,05) (Fig. 9).
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos de interés,
comprendiendo la composicion:

a) un vehiculo acuoso;
b) liposomas que comprenden:

(i) dimiristoilfosfatidilcolina ("DMPC"),
(i) uno o mas lipidos seleccionados del grupo que consiste en dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG") y
dimiristoiltrimetilamonio-propano ("DMTAP"); y
(iii) al menos un derivado de esterol,
a porcentajes relativos del 50 %-98 % de (i):1 %-25 % de (ii): 1 %-25 % de (iii); y

c) dichos uno o mas polipéptido/s o hidratos de carbono inmunogénicos unidos de manera covalente a entre el
1 % y el 100 % de dicho al menos un derivado de esterol;

en la que dicho uno o mas polipéptido/s inmunogénico/s estan opcionalmente unidos de manera covalente con entre
aproximadamente el 5 % y aproximadamente el 10 % de dicho al menos un derivado de esterol y/o

en la que dicho/s derivado/s de esterol es/son opcionalmente derivado/s de colesterol, cloroformiato de colesterilo,
estigmasterol, sitosterol, ergosterol, lanosterol, desmosterol o campesterol.

2. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dichos porcentajes relativos son 70 %-85 % de
(i):5%-15% de (ii):10 %-15% de (iii), o aproximadamente 75 % de (i), aproximadamente 10 % de (i) y
aproximadamente 15 % de (jii).

3. Una composicién de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en la que dicho derivado de esterol tiene la siguiente
estructura:

en la que:

uno de R1 0 R2 es un enlace covalente con dicho polipéptido o hidrato de carbono imnunogénico, en la que si R1
es dicho enlace covalente con dicho polipéptido, R2 es H, y si R2 es dicho enlace covalente con dicho
polipéptido inmunogénico, R1 es -CHx-CH,-CH2-C(H)(CHs3)a,

en la que, opcionalmente, R1 es -CH2-CH2-C(O)-X, en el que X es dicho polipéptido inmunogénico, y R2 es H y/o
en la que R1 es opcionalmente -CH2-CH2-CH2-C(H)(CHa)2, y R2 es -C(O)-CH2-CH2-C(0O)-X, en el que X es dicho
polipéptido inmunogénico.

4. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que dichos liposomas tienen un
diametro sustancialmente de entre 50 y 500 nm, un diametro sustancialmente de entre 50 y 200 nm o un diametro
sustancialmente de entre 50 y 150 nm.

5. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que dichos liposomas comprenden
ademas uno o mas componentes seleccionados del grupo que consiste en monofosforil lipido A, resiquimod,
flagelina, CpG y a-galactosilceramida.

6. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que al menos uno de dicho/s

polipéptido/s inmunogénico/s esta unido de manera covalente con dichos uno o mas derivados de esterol a través de
un resto de lisina en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,
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en la que al menos uno de dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s esta unido de manera covalente con dichos uno o
mas derivados de esterol a través de un resto de cisteina en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,

en la que al menos uno de dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s esta unido de manera covalente con dichos uno o
mas derivados de esterol a través de un resto de aspartato o glutamato en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,

en la que al menos uno de dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s esta unido de manera covalente con dichos uno o
mas derivados de esterol a través de un resto de serina o treonina en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,

en la que al menos uno de dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s esta unido de manera covalente con dichos uno o
mas derivados de esterol a través de un resto de lisina en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,

en la que al menos uno de dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s esta unido de manera covalente con dichos uno o
mas derivados de esterol a través de una amina N-terminal en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s o en la que al
menos uno de dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s esta unido de manera covalente con dichos uno o mas
derivados de esterol a través de un carboxilo C-terminal en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s.

7. Una composicién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que al menos uno de dicho/s
hidrato/s de carbono inmunogénico/s esta unido de manera covalente con dichos uno o mas derivados de esterol a
través de un hidroxilo en dicho/s hidrato/s de carbono inmunogénico/s.

8. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que dicho enlace covalente con
dicho polipéptido inmunogénico comprende un resto (6xido de alquileno), que tiene una longitud media n de entre 40
y 1.000 o

en la que dicho enlace covalente con dicho polipéptido inmunogénico tiene la estructura -R3-X, en la que:

R3 es alquilo Cy.12 de cadena lineal o ramificada, o alquilo Cos de cadena lineal o ramificada-(6xido de
alquileno)-alquilo Cos de cadena lineal o ramificada, en el que

n es de media entre 40 y 1.000;

cada uno de dicho alquilo de cadena lineal o ramificada comprende opcionalmente de 1 a 3 heteroatomos por
cadena y uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en halégeno,
trihalometilo, -alcoxi C1., -NO2, -NHz, -OH, -CH,OH, -CONH, y -C(O)(OR4), en el que R4 es H o alquilo C1.3; y

X es dicho polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico.

9. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que el lipido de (ii) es DMPG.

10. Un método de preparaciéon de composiciones que comprende uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono
inmunogénicos de interés segun lo definido en la reivindicacion 1, que comprende:

0
(a) acoplar de manera covalente uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos a uno o mas
derivados de esterol para proporcionar uno o mas derivados de esterol conjugados; y
(b) combinar

(i) dimiristoilfosfatidilcolina ("DMPC"),

(i) uno o mas lipidos seleccionados del grupo que consiste en dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG") y
dimiristoiltrimetilamonio-propano ("DMTAP"); y

(iii) uno o mas derivados de esterol, siendo entre el 1 % y el 100 % de dicho/s derivado/s de esterol dicho/s
derivado/s de esterol conjugado/s;

para proporcionar una mezcla de lipidos; y
(c) preparar liposomas a partir de dicha mezcla de lipidos; o

(I

(a) combinar

(i) dimiristoilfosfatidilcolina ("DMPC"),
(i) uno o mas lipidos seleccionados del grupo que consiste en dimiristoilfosfatidilglicerol ("DMPG") y
dimiristoiltrimetilamonio-propano ("DMTAP"); y
(iii) al menos un derivado de esterol;
para proporcionar una mezcla de lipidos;

(b) preparar liposomas a partir de dicha mezcla de lipidos; y

(c) acoplar de manera covalente uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos a dicho al menos
un derivado de esterol, estando dicho uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos unidos de
manera covalente al entre 1 % y 100 % de dicho al menos un derivado de esterol.

en el que el lipido de (ii) es opcionalmente DMPG y/o

en el que dichos porcentajes relativos son opcionalmente 70 %-85 % de (i):5 %-15 % de (ii):10 %-15 % de (iii), o
aproximadamente 75 % de (i), aproximadamente 10 % de (ii) y aproximadamente 15 % de (iii).
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11. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la preparacion de liposomas a partir de dicha mezcla de
lipidos comprende:

secar dicha mezcla de lipidos;
hidratar dicha mezcla de lipidos secada en un vehiculo acuoso; y
someter a ultrasonidos dicha mezcla de lipidos hidratada para formar liposomas.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que
(a) dicho/s derivado/s de esterol es/son derivado/s de colesterol, cloroformiato de colesterilo, estigmasterol,

sitosterol, ergosterol, lanosterol, desmosterol o campesterol; o
(b) dicho derivado de esterol tiene la siguiente estructura:

en la que:

uno de R1 o0 R2 es un enlace covalente con dicho polipéptido o hidrato de carbono imnunogénico, en la que si R1
es dicho enlace covalente con dicho polipéptido, R2 es H, y si R2 es dicho enlace covalente con dicho
polipéptido inmunogénico, R1 es -CHx-CH,-CH2-C(H)(CHs3)a,

en la que, opcionalmente, R1 es -CH2-CH2-C(O)-X, en el que X es dicho polipéptido inmunogénico, y R2 es H o
en la que R1 es -CH,-CH»-CH2-C(H)(CHa)z2, y R2 es -C(O)-CH»-CH2-C(0O)-X, en el que X es dicho polipéptido
inmunogénico.

(c) dichos liposomas tienen un diametro sustancialmente de entre 50 y 500 nm, un diametro sustancialmente de
entre 50 y 200 nm o un diametro sustancialmente de entre 50 y 150 nm;

(d) en el que dichos uno o mas polipéptido/s inmunogénico/s estan unidos de manera covalente con entre
aproximadamente el 5 % y aproximadamente el 10 % de dicho al menos un derivado de esterol.

(e) dichos liposomas comprenden ademas uno o mas componentes seleccionados del grupo que consiste en
monofosforil lipido A, resiquimod, flagelina, CpG y a-galactosilceramida;

(f) al menos uno de dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s esta unido de manera covalente con dichos uno o mas
derivados de esterol a través de un resto de lisina en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,

a través de un resto de cisteina en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,

a través de un resto de aspartato o glutamato en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,

a través de un resto de serina o treonina en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,

a través de un resto de lisina en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,

a través de una amina N-terminal en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s,

a través de un carboxilo C-terminal en dicho/s polipéptido/s inmunogénico/s o

a través de un hidroxilo en dicho/s hidrato/s de carbono inmunogénico/s; o

(g) en el que dicho enlace covalente con dicho polipéptido inmunogénico comprende un resto (6xido de alquileno),
que tiene una longitud media n de entre 40 y 1.000 o

en la que dicho enlace covalente con dicho polipéptido inmunogénico tiene la estructura -R3-X,

en la que:

R3 es alquilo Cy.12 de cadena lineal o ramificada, o alquilo Cos de cadena lineal o ramificada-(6xido de
alquileno)-alquilo Cos de cadena lineal o ramificada, en el que

n es de media entre 40 y 1.000;

cada uno de dicho alquilo de cadena lineal o ramificada comprende opcionalmente de 1 a 3 heteroatomos por
cadena y uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en halégeno,
trihalometilo, -alcoxi C1., -NO2, -NHz, -OH, -CH,OH, -CONH, y -C(O)(OR4), en el que R4 es H o alquilo C1.3; y

X es dicho polipéptido o hidrato de carbono inmunogénico.
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13. La composicion liposomal de cualquiera de las reivindicaciones 1-23 para su uso en la inmunizaciéon de un
animal con uno o mas polipéptidos o hidratos de carbono inmunogénicos de interés, en la que el uso comprende:

administrar a dicho animal, por via parenteral o enteral, una cantidad eficaz de la composicion liposomal,
comprendiendo opcionalmente el método administrar multiples dosis de un polipéptido o hidrato de carbono
inmunogénico a dicho animal de acuerdo con un protocolo de inmunizacién de sensibilizacién-refuerzo,

siendo el protocolo de inmunizacién de sensibilizacion-refuerzo opcionalmente un protocolo de sensibilizacién-
refuerzo heterélogo.

14. La composicion liposomal para el uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicho animal es un
mamifero o un ser humano.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5

Fluorescencia integrada normalizada
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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