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DESCRIPCION
Administracion de ARN autorreplicante utilizando particulas de polimeros biodegradables
Antecedentes

Los portadores de particulas se han utilizado con antigenos adsorbidos o atrapados en intentos por obtener
respuestas inmunes adecuadas. Dichos portadores presentan multiples copias de un antigeno seleccionado al
sistema inmune y se cree que promueven la captura y la retencion de los antigenos en los ganglios linfaticos
locales. Estas particulas pueden ser fagocitadas por macréfagos y pueden aumentar la presentacion de
antigenos a través de la liberacion de citoquinas.

Sumario de la divulgacion

En un aspecto, la presente divulgacion provee composiciones inmunogénicas que comprenden (a) particulas
cargadas positivamente que comprenden a un polimero biodegradable y (b) un replicon de ARN que comprende
al menos un polinucledtido que codifica al menos para un antigeno absorbido a las nanoparticulas cargadas
positivamente.

En ciertas realizaciones, se proporcionan composiciones inmunogénicas que comprenden: (a) particulas
cargadas positivamente que comprenden un polimero biodegradable y un tensioactivo catiénico; (b) un replicon
de ARN que comprende al menos un polinucleétido que codifica para al menos un antigeno absorbido en las
particulas cargadas positivamente; y (c) un tensioactivo no iénico.

En ciertas realizaciones, se proporcionan composiciones inmunogénicas que comprenden: (a) particulas
cargadas positivamente que comprenden un polimero biodegradable y a un tensioactivo catiénico y (b) un
replicon de ARN que comprende al menos a un polinucleétido que codifica para al menos un antigeno absorbido
a las particulas cargadas positivamente, en el que la proporcién del nimero de moles de nitrégeno catiénico en
el tensioactivo catidénico al numero de moles de fosfato anionico en el replicon de ARN (referido en la presente
como la proporcion N:P) se encuentra en intervalos de 100:1 a 1:100.

Composiciones inmunogénicas de acuerdo con la divulgacion pueden ser liofilizadas.

Las particulas en las composiciones inmunogénicas de la divulgacion incluyen nanoparticulas y microparticulas.
En ciertas realizaciones, las composiciones inmunogénicas de la divulgacion comprenden nanoparticulas que
tienen un valor D(v,0,5) que se encuentra entre 50 y 500 nanémetros, un valor Z promedio que se encuentra
entre 50 y 500 nanémetros, o ambos. En ciertas realizaciones diferentes, las composiciones inmunogénicas de la
divulgacion comprenden nanoparticulas que tienen un valor D(v,0,5) que se encuentra entre 500 y 5000
nanoémetros, un valor Z promedio que se encuentra entre 500 y 5000 nanémetros, o ambos.

Las particulas en las composiciones inmunogénicas de la divulgacion tipicamente comprenden polimeros que se
pueden esterilizar, son sustancialmente no téxicos y son biodegradables. Tales materiales incluyen poliésteres
(por ejemplo poli[hidroxiacidos]) tales como polilactida y poliglicolida, poli[ésteres ciclicos] tales como
caprolactona, etc.), policarbonatos, poliortoésteres, polianhidridos, policianoacrilatos, polifosfacenos vy
combinaciones de los mismos, entre otros. Mas tipicamente, las particulas para el uso con la presente
divulgacion son particulas de polimeros derivadas de poli(a-hidroxiacidos), por ejemplo, de una poli(lactida)
(“PLA”) tal y como una poli(L-lactida) o una poli(D,L-lactida), de un copolimero de lactida y glicolida (“PLGA”) tal y
como un poli(L-lactida-co-glicolida) o poli(D,L-lactida-co-glicolida), o de un copolimero de lactida y caprolactona,
entre otros. Las particulas de polimero pueden formarse asi utilizando cualquiera de los diversos materiales de
partida poliméricos que tienen una variedad de pesos moleculares, tal y como PLGA, una variedad en la
proporcion monomeérica (por ejemplo, lactida:glicolida), la selecciéon, que sera en gran parte una cuestion de
eleccion, dependiendo en parte de las especies coadministradas. Estos y otros parametros se discuten a
continuacion.

Los tensioactivos catiénicos para uso en las composiciones de la divulgacion varian ampliamente y a
continuacién se describen numerosos ejemplos. En ciertas realizaciones preferidas, el tensioactivo catidnico es
seleccionado de (1,2-dioleoil oxipropil), sal N,N,N-trimetil amonio (DOTAQ), dimetil dioctadecil amonio (DDA) y 3-
beta-[N-(N’,N’ dimetilaminoetano)carbamoil] colesterol (DC-Col), entre muchas otras posibilidades.

Los tensioactivos no idnicos para el uso en las composiciones de la divulgacion varian ampliamente y a
continuacién se describen numerosos ejemplos. En ciertas realizaciones preferidas, el tensioactivo no iénico es
seleccionado de poli(alcohol vinilico), polisorbato (por ejemplo, polisorbato 20, polisorbato 80) y poloxameros,
entre muchas otras posibilidades.

En ciertas realizaciones, las composiciones de microparticulas de acuerdo con la divulgacion comprenderan un
poliol, un carbohidrato, o ambos.
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Los replicones de ARN para el uso en la divulgacion varian ampliamente e incluyen replicones de alfavirus, por
ejemplo, replicones de alfavirus derivados de Sindbids (SIN), encefalitis equina venezolana (VEE), virus de
Semliki Forest (SFV) y combinaciones de los mismos, entre otros alfavirus.

Los antigenos expresados por los replicones de ARN, de acuerdo con la divulgacién, incluyen antigenos
asociados con virus, bacterias, parasitos, hongos y otros microbios, asi como cualquiera de los diversos
antigenos tumorales.

La carga neta de una poblacién de particulas dada, puede ser medida utilizando técnicas conocidas incluyendo
la medicion del potencial zeta de particulas. En ciertas realizaciones la suspension de particulas de acuerdo con
la divulgacion tiene un potencial zeta positivo.

Por ejemplo, en el caso de las composiciones liofilizadas, tras la adiciéon de agua en una cantidad tal que las
particulas estan presentes en una concentracion de 1-25 mg/ml (por ejemplo, que variade 1a2a5a10a15a
20 a 25 mg/ml), segun la proporcion N:P y la carga del tensioactivo cationico, se puede formar una suspension
en la que las particulas suspendidas tienen un potencial zeta que es mayor que +20 mV, por ejemplo, desde +20
mV a +25 mV a +30 mV a +35 mV a +40 mV a +45 mV a +50 mV a +55 mV a + 60 mV o mas.

En diversas realizaciones, las composiciones liofilizadas tienen un potencial zeta de acuerdo con el intervalo
previo cuando se suspenden a una concentracion adecuada para la administracion. Por ejemplo, las
composiciones liofilizadas, de acuerdo con la presente divulgacion, pueden proporcionarse a profesionales de la
salud junto con instrucciones sobre el volumen apropiado del fluido (por ejemplo, agua para inyeccion, etc.) para
utilizar la resuspensién/reconstitucion de la composicion.

En ciertas realizaciones la composicion de particulas, de acuerdo con la presente divulgacion, pueden
comprender adyuvantes inmunolégicos. Ejemplos de adyuvantes inmunolégicos incluyen oligonucleétidos CpG,
ARN de doble cadena, toxinas termolabiles de E. coli, alumbre, compuestos lipopolisacaridos fosfato,
compuestos miméticos de lipopolisacaridos fosfato, analogos de monofosforil lipido A, potenciadores
inmunitarios de moléculas pequeiias, muramil tripéptido fosfatidiletanolamina y tocoferoles, entre muchos otros.

Los adyuvantes inmunoldgicos pueden estar asociados, por ejemplo, con la superficie de las particulas (por
ejemplo, absorbidas o unidas de otra manera), atrapadas dentro de las particulas, o ambas. En ciertas
realizaciones, un adyuvante inmunolégico puede estar asociado con la superficie de o atrapado dentro de la
poblacién de particulas cargadas positivamente que comprenden el replicon de ARN absorbido.

En ofros aspectos, la presente divulgacion provee procedimientos para la produccion de composiciones
inmunogénicas.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, se provee un procedimiento para formar una composicion inmunogénica
que comprende: (a) proporcionar particulas cargadas positivamente que comprenden un polimero biodegradable
y un tensioactivo cationico y (b) adsorber un replicon de ARN que comprende al menos un polinucleétido que
codifica para al menos un antigeno adsorbido a las particulas cargadas positivamente, en el que la proporcion
del numero de moles de nitrégeno catiodnico en el tensioactivo catidnico al numero de moles de fosfato anidnico
en el replicon de ARN (proporcion N:P) esta en un intervalo de 10:1 a 1:10.

En ofras realizaciones, se proporciona un procedimiento para formar una composicién inmunogénica que
comprende: (a) proporcionar una primera suspension que comprende particulas cargadas positivamente que
comprenden un polimero biodegradable y un tensioactivo cationico; (b) absorber un replicon de ARN que
comprende al menos un polinucleétido que codifica para al menos un antigeno a las nanoparticulas en la primera
suspension para formar una segunda suspension, (c) agregar al menos un componente adicional que comprende
un tensioactivo no iénico a la segunda suspension para formar una tercera suspension, y (d) liofilizar la tercera
suspension.

En algunas de estas realizaciones, la primera suspension se forma mediante un procedimiento que comprende:
(a) combinar (i) un primer liquido que comprende el polimero biodegradable y el tensioactivo catidnico disuelto en
solvente organico con (ii) un segundo liquido que comprende agua, con lo que se forma la primera suspension
de nanoparticulas que comprenden al polimero biodegradable y el tensioactivo catiénico.

En algunas de estas realizaciones, al menos un componente adicional es seleccionado de los polioles,
carbohidratos y combinaciones de los mismos.

En aun otros aspectos, la presente divulgacion proporciona procedimientos para suministrar las composiciones
de particulas a un animal huésped (por ejemplo, con fines terapéuticos, profilacticos o de diagnostico). El animal
huésped (también denominado “sujeto vertebrado” o “sujeto”) es preferiblemente un animal vertebrado, mas
preferiblemente un mamifero, y ain mas preferiblemente un ser humano.

En aun otros aspectos de la divulgacion, una respuesta inmune es estimulada en un animal hospedero de
vertebrados al administrar las composiciones inmunogénicas descritas en el presente documento al animal.
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Estos y otros aspectos y realizaciones de la presente divulgacion se haran mas evidentes para los expertos en la
técnica en vista de la divulgacion de el presente documento.

Descripcion breve de las figuras

Las Figuras 1A-1F muestran una secuencia de acidos nucleicos (SEQ ID NO:1) para un plasmido que
codifica para pT7-mVEEV-FL.RSVF (A317).

Las Figuras 2A-2F muestran una secuencia de acidos nucleicos (SEQ ID NO:2 para un plasmido que
codifica para pT7-mVEEV-FASE (A306).

Las Figuras 3S-3G muestran una secuencia de acidos nucleicos (SEQ ID NO:3) para un plasmido que
codifica para VEE/SIN de ARN auto replicante que contiene el largo completo de RSV-F y al promotor SP6.

La Figura 4 muestra un gel para 4 % p/p de nanoparticulas PLG/DOTAP formadas utilizando acetona (Tipo I)
o acetato de etilo (Tipo Il) como solvente organico con ARN absorbido a una proporcién 10:1. Para la
formulacion de cada nanoparticula se muestra lo siguiente: (a) un carril de gel correspondiente al
sobrenadante obtenido de las particulas PLG que fueron no tratadas con ARNasa y centrifugadas (para
determinar la eficiencia de absorcion del ARN), (b) un carril de gel correspondiente a un control en el que el
ARN fue desorbido de las particulas de PLG que no fueron tratadas con ARNasa, y (c) un carril de gel
correspondiente al ARN adsorbido a las particulas de PLG que fueron tratadas con ARNasa seguido de
desorcion de las particulas de PLG.

La Figura 5 muestra un gel para 4 % p/p de microparticulas PLG/DOTAP con ARN absorbido a una
proporcion de N:P de 10:1, 4:1 y 1:4. Para cada formulacién de microparticulas se muestra lo siguiente: (a)
un carril de gel correspondiente al sobrenadante obtenido de las particulas PLG que fueron no tratadas con
ARNasa y centrifugadas (para determinar la eficiencia de absorcion del ARN), (b) un carril de gel
correspondiente a un control en el que el ARN desorbido (ARN descomplejado) de particulas de PLG que no
fueron tratadas con ARNasa, y (c) un carril de gel correspondiente al ARN adsorbido a las particulas de PLG
que fueron tratadas con ARNasa seguido de desorcion de las particulas de PLG. También se muestran
carriles de geles para controles de ARN sin digerir y digerido.

La Figura 6A muestra la expresion combinada de FASE (expresada como RLU) en ratones para diversas
formulaciones a los dias 1, 3 y 6 después de la inyeccion.

La Figura 6B muestra la expresion individual de FASE (expresada como RLU) en ratones para diversas
formulaciones 6 dias después de la inyeccion.

La Figura 7 muestra la expresion de FASE combinada (expresada como RLU) en ratones para diversas
formulaciones, incluyendo el 4 % p/p de nanoparticulas de PLG Tipo | (acetona) y Tipo Il (acetato de etilo) 1,
3y 6 dias después de la inyeccion.

Las Figuras 8A y 8B muestran los resultados para 4 % p/p de microparticulas PLG con ARN RSV-F
absorbido utilizando diferentes tensioactivos catidnicos (DOTAP, DDA Y DC-colesterol) a la proporcion N:P
de 10:1, 4:1, y 1:4. También se muestran datos de ARN desnudo. Los datos se representan a) en la Figura
8A como tituladores de IgG en los dias 13 y 28, y b) en la Figura 8B en el Dia 28, a medida que aumenta la
titulacion de 1gG sobre 1 ug de ARN desnudo (es decir, titulacion de IgG con formulacion/lgG con 1 ug de
ARN desnudo).

Descripcion detallada de la divulgacion

La practica de la presente divulgacion va a emplear, a menos que se indique lo contrario, los procedimientos
convencionales de quimica, quimica de polimeros, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia,
dentro de la experiencia de las técnicas. Dichas técnicas se explican a detalle en la literatura. Véase por ejemplo,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th ed. (Easton, Pennsylvania: Mack Publishing Company, 1990);
Methods In Enzymology (S. Colowick and N. Kaplan, eds., Academic Press, Inc.); Weir, D.M., Handbook of
Experimental Immunology, Vols. |-V, 5th ed. (Blackwell Publishers, 1996); Sam- brook, J. et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001); Ausubel, F.M. et al., Short
Protocols In Molecular Biology, 5th ed. (Current Protocols, 2002); Handbook of Surface and Colloidal Chemistry
(Birdi, K.S., ed, CRC Press, 2003) y Seymour/Carraher’'s Polymer Chemistry, 5th ed. (Marcel Dekker Inc., 2007).

Como se utiliza en esta especificacion y en cualquiera de las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares

un” “uno” “una” y “el/la” incluyen referencias plurales a menos que el contenido indique de forma clara lo
contrario. Asi, por ejemplo, el término “particula” se refiere a una o mas particulas, y similares.

A menos que se indique lo contrario o a menos que el contexto indique claramente lo contrario, todos los
porcentajes y proporciones en el presente documento se dan con base en el peso.

A. Definiciones
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En la presente divulgacion, se emplearan los siguientes términos, y se pretende que se definan como se indica a
continuacion.

El término “particula” como se utiliza en el presente documento, se refiere a una particula con un tamafio menor
a 10 ym (10000 nm), por ejemplo, un intervalo de entre 10 nm o0 menos, a 25 nm a 50 nm a 100 nm a 250 nm a
500 nm a 1000 nm (1 ym) a 2500 nm (2,5 pm) a 10000 nm (10 ym). En algunas realizaciones, las particulas
secas pueden existir en agregados mayores a 10000 nm en diametro, pero que se dispersan en particulas de
menos de 10000 nm una vez que se adiciona un fluido acuoso y se mezclan utilizando técnicas como el uso de
voértex, entre otros. En ciertas realizaciones, las particulas descritas en el presente documento pueden tener una
geometria irregular. Tipicamente, las particulas dentro de las composiciones de la presente divulgacion tienen
una distribucion de tamafio en fluido acuoso, en el que el valor Z promedio y/o el valor D(v,0,5) es menos de
5000 nm, por ejemplo, en un intervalo que varia de 5000 nm a 2500 nm a 1000 nm a 500 nm a 250 nm a 100 nm
a 50 nm o menos.

Como se utiliza en el presente documento, las “nanoparticulas” son particulas que tienen una distribucion de
tamano en fluido acuoso, en el que el valor Z promedio tiene un intervalo de 50 nm a 500 nm. Como se utiliza en
el presente documento, las “microparticulas” son particulas que tienen una distribucién de tamafo en fluido
acuoso en que el valor D(v,0,5) varia en un intervalo de 500 nm a 5000 nm.

El tamafio de las particulas puede ser determinado (midiendo) utilizando procedimientos disponibles en la
técnica. Por ejemplo, el tamafio de las particulas se puede determinar utilizando espectroscopia de correlacion
de fotones, dispersiéon dinamica de la luz o dispersiéon de luz cuasielastica. Estos procedimientos estan basados
en la correlaciéon del tamario de particula con las propiedades de difusién obtenidas por medidas de movimiento
Browniano. ElI movimiento Browniano es el movimiento aleatorio de las particulas debido al bombardeo de las
moléculas de solvente que rodean a las particulas. Entre mas grande sea la particula, mas lento sera el
movimiento Browniano. La velocidad esta definida por el coeficiente de difusion traslacional (D). El valor medido
refiere a como se mueve la particula dentro de un liquido (diametro hidrodinamico). El diametro que se obtiene
es el diametro de una esfera que tiene el mismo coeficiente de difusion de traslacion que la particula.

El tamafo de la particula también puede ser determinado utilizando la dispersién de luz estatica, que mide la
intensidad de la luz dispersada por las particulas en solucién en un solo momento. La dispersion de luz estatica
mide la intensidad de la luz en funcién del angulo de dispersion y la concentracion de soluto. Las particulas que
pasan a través de una fuente de luz, por ejemplo, un rayo laser, dispersan la luz en un angulo que es
inversamente proporcional a su tamafio. Las particulas grandes generan un patrén de difraccion en angulos de
dispersion bajos con alta intensidad, mientras que las particulas pequefias dan lugar a sefiales en angulos
amplios de baja intensidad. La distribucion de tamafio de las particulas se puede calcular si la intensidad de la
luz dispersada de una muestra se mide en funcién del angulo. La informacién angular se compara con un modelo
de dispersion (por ejemplo, la teoria de Mie) para poder calcular la distribucion del tamafio.

Generalmente, el tamafo de las particulas es determinado a temperatura ambiente e involucra multiples analisis
de la muestra en cuestion (por ejemplo, al menos tres mediciones repetidas en la misma muestra) para obtener
un valor promedio para el diametro de la particula.

Para la espectroscopia de correlacion de fotones, el promedio del valor Z (también denominado la media
acumulativa o el diametro hidrodinamico) se calcula tipicamente a partir del analisis de acumulantes
(monomodal).

Para las mediciones de dispersion de luz estatica (y en algunas realizaciones, también para la espectroscopia de
correlacion de fotones, se pueden medir los parametros de tamario basados en el volumen. Por ejemplo, D(v,0,5)
(donde v significa volumen) es un parametro de tamafio cuyo valor esta definido como el punto donde el 50 % de
las particulas (con base en el volumen) en la composicion, segun las mediciones, tienen un tamafio menor que el
valor D(v,0,5), y el 50 % de las particulas en la composicion tienen un tamafio mayor que el valor de D(v,0,5). De
manera similar, D(v,0,9) es un parametro de tamafo cuyo valor se define como el punto donde el 90 % de las
particulas (con base en el volumen) en la composicion, segun las mediciones, tienen un tamafo que es menor al
valor de D(v,0,9), y el 10 % de las particulas en la composicion tienen un tamafio que es mayor que el del valor
de D(v,0,9).

Como se define en el presente documento, la “suspensién” es una fase liquida que contiene material de
particulas solidas suspendidas. Las suspensiones pueden ser estables o inestables. Como se define en el
presente documento la “solucién” es una fase liquida que contiene material disuelto. Como se define en el
presente documento, una suspension o solucién “acuosa” es una suspension o solucidon que contiene agua,
tipicamente el 50 % de agua en peso o mas, por ejemplo, un intervalo de entre 50 % en peso a 75 % en peso a
90 % en peso a 95 % en peso o mas de agua.

Como se define en el presente documento, la composicién de particulas “secas” son composiciones de
particulas que no se encuentran inmersas en un liquido (por ejemplo, no dentro de una suspension liquida).
Tipicamente, una composicion de particulas “secas” comprendera menos del 3 % de agua.
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Como se define en el presente documento, la composicién de particulas “en blanco” son composiciones de
particulas que se encuentran libres de agentes activos (es decir, estan libres de productos farmacéuticos,
incluyendo farmacos, replicones de ARN, adyuvantes inmunolégicos, etc.).

El “potencial zeta” como se define en el presente documento, se refiere al potencial eléctrico que existe a través
de la interfase de todos los sdlidos y liquidos, por ejemplo, el potencial a través de la capa difusa de iones que
rodea a una particula coloidal cargada. El potencial zeta puede ser calculado por movilidad electroforética, por
ejemplo, la tasas a las cuales las particulas coloidales viajan a través de electrodos cargados puestos en
contacto con la sustancia que sera medida, utilizando técnicas bien conocidas.

El término “tensioactivo” viene de la expresion “agente activo superficial”. Los tensioactivos se acumulan en las
interfases (por ejemplo, en las interfases liquido-liquido, liquido-sdélido y/o liquido-gas) y cambian las propiedades
de la interfase. Como se utiliza en el presente documento, los tensioactivos incluyen detergentes, agentes
dispersantes, agentes de suspension, estabilizantes de emulsion, lipidos catidnicos, lipidos anidnicos, lipidos
zwitteridnicos, y los similares.

Como se define en el presente documento, los “carbohidratos” incluyen monosacaridos, oligosacaridos y
polisacaridos, al igual que sustancias derivadas de monosacaridos, por ejemplo, por reduccion (por ejemplo,
alditoles), por oxidacion de uno o mas grupos terminales en los acidos carboxilicos (por ejemplo, acido
glucurdnico), o mediante la sustitucion de uno o mas grupos hidroxilo por un atomo de hidrégeno o por un grupo
amino (por ejemplo, beta-D-glucosamina y beta-D-galactosamina).

Como se define en el presente documento, un “monosacarido” es un alcohol polihidrico, es decir, un alcohol que
comprende ademas un grupo aldehido (en cuyo caso el monosacarido es una aldosa) o un grupo ceto (en cuyo
caso el monosacarido es una cetosa). Los monosacaridos tipicamente contienen de 3 a 10 carbonos. Ademas,
los monosacaridos comunmente tienen la formula empirica (CH20), donde n es un numero integro de 3 o mas,
tipicamente 3 -10. Ejemplos de aldosas de 3 a 6 carbonos incluyen gliceraldehido, eritrosa, treosa, ribosa, 2-
desoxirribosa, arabinosa, xilosa, lixosa, alosa, altrosa, glucosa, manosa, gulosa, idosa, galactosa y talosa.
Ejemplos de cetosas de 3-6 carbonos incluyen dihidroxiacetona, eritrulosa, xilulosa, psicosa, fructosa, sorbosa y
tagatosa. Los monosacaridos que ocurren de manera natural se encuentran normalmente en forma del isémero
D, a diferencia de la forma L.

Un “oligosacarido” se refiere a un polimero monosacarido relativamente corto, es decir, uno que contiene de 2 a
30 unidades de monosacarido. Un “polisacarido” es un polimero monosacarido que esta mas alla de la longitud
de un oligosacarido (es decir, que contiene mas de 30 unidades de monosacaridos. Ademas, como se utiliza en
el presente documento, el término “polisacarido” también se refiere a un polimero de monosacarido que contiene
a dos o mas monosacaridos unidos. Para evitar ambigliedad, la segunda definicion debe aplicarse en todo
momento, a menos que haya indicaciones explicitas de lo contrario. El término “polisacarido” también incluye
derivados de polisacaridos, tales como polisacaridos derivados amino-funcionalizados y carboxilo-
funcionalizados, entre muchos otros. Los monosacaridos estan tipicamente unidos por enlaces glicosidicos.
Ejemplos especificos incluyen disacaridos (como sacarosa, lactosa, trehalosa, maltosa, gentiobiosa y celobiosa),
trisacaridos (como la rafinosa), tetrasacaridos (como la estaquiosa), y pentasacaridos (como la verbascosa).

Como se utiliza en el presente documento, el término “sacarido” engloba a los monosacaridos, oligosacaridos y
polisacaridos. Una “especie que contiene sacaridos” es una molécula, de la cual al menos una parte es un
sacarido. Ejemplos incluyen agentes crioprotectores de sacaridos, antigenos de sacaridos, antigenos que
comprenden sacaridos conjugados a péptidos portadores, y asi sucesivamente. Una “especie que contiene
polisacaridos” es una molécula, de la cual al menos una parte es un polisacarido.

Como se utiliza en el presente documento, un “agente crioprotector” es un agente que protege a una
composicion de experimentar efectos adversos sobre la congelacion y la descongelacion. Por ejemplo, en la
presente divulgacion, agentes crioprotectores tales como polioles y/o carbohidratos, entre otros, pueden afiadirse
para prevenir que ocurra una aglomeracion sustancial de particulas cuando se resuspendan las composiciones
liofilizadas de la presente divulgacion.

Como se utiliza en el presente documento, el término “polinucledtido” significa un homopolimero o un
heteropolimero de al menos 2 unidades nucleotidicas (también denominado en el presente documento como
“nucledtidos”). Los nucledtidos que forman polinucledtidos, como se define en el presente documento, incluye
nucledtidos que ocurren naturalmente, tales como ribonucledtidos y desoxirribonucleétidos, asi como
equivalentes, derivados, variantes y analogos de nucledtidos que ocurren naturalmente.

Un polinucleétido puede estar en forma de cadena sencilla o en forma de cadena multiple (por ejemplo, doble
cadena, triple cadena, etc.). Un polinucleétido puede estar en forma lineal o en forma no lineal (por ejemplo, que
comprende elementos circulares, ramificados, etc.). Un polinucleétido puede ser natural, sintético o una
combinacién de ambos.

Un polinucleétido puede ser capaz de autorreplicarse cuando se introduce a una célula huésped. Ejemplos de
polinucledtidos incluyen, por lo tanto, ARN y ADN autorreplicantes y, por ejemplo, seleccionados de replicones,
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plasmidos, cosmidos, fagémidos, transposones, vectores virales, cromosomas artificiales (por ejemplo, bacterias,
levaduras, etc.) asi como otras especies autorreplicantes. Los polinucledtidos incluyen a aquellos que expresan
polipéptidos antigénicos en una célula huésped (por ejemplo, antigenos que contienen polinucleétidos). Los
polinucleédtidos incluyen polinucleétidos autorreplicantes dentro de los cuales de han insertado secuencias
naturales o sintéticas derivadas de organismos eucariontes o procariontes (por ejemplo, secuencias de ADN
gendémico, secuencias de ARN gendmico, secuencias de cADN, etc.). Ejemplos especificos de polinucledtidos
autorreplicantes incluyen construcciones de vectores de ARN y construcciones de vectores de ADN, entre otras.
Las secuencias que pueden expresarse incluyen secuencias nativas y modificaciones, tales como deleciones,
adiciones y sustituciones (generalmente conservadas en la naturaleza), a secuencias nativas, entre otras. Estas
modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de la mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser
accidentales, como a través de mutaciones de huéspedes que producen antigenos.

Como define en el presente documento, un “oligonucleétido” es un polinucledtido que tiene un intervalo de
tamafio de 5 a 100 y mas preferiblemente de 5 a 30 nucledtidos.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “acido nucleico” incluye ADN, ARN y quimeras formadas
a partir de estos.

Una “especie que contiene polinucleétidos” es una molécula, de la cual al menos una parte es un polinucleétido.

Los términos “polipéptido” y “proteina” se refieren a un polimero de residuos de aminoacidos y no estan limitados
a una longitud minima del producto. De esta manera, los péptidos, oligopéptidos, dimeros, multimetros y
similares se incluyen dentro de la definicion. Las proteinas de longitud completa como los fragmentos de las
mismas estan abarcadas por la definicion. Los términos también incluyen modificaciones, tales como deleciones,
adiciones y sustituciones (generalmente de naturaleza conservadora), a una secuencia nativa, por ejemplo, de
tal manera que la proteina mantiene la capacidad de ocasionar una respuesta inmunoldgica o de tener un efecto
terapéutico en un sujeto al cual se le administra la proteina.

Una “especie que contiene polipéptidos” es una molécula, de la cual al menos una parte es un polipéptido.
Ejemplos incluyen polipéptidos, proteinas que incluyen glicoproteinas, antigenos sacaridos conjugados a
proteinas portadoras, etc.

El término “farmacéutico” se refiere a compuestos biolégicamente activos tales como farmacos, antibidticos,
agentes antivirales, factores de crecimiento, hormonas, antigenos, polinucleétidos, adyuvantes y similares.

El término “adyuvante” se refiere a cualquier sustancia que ayuda o modifica la accién de un protocolo
farmacéutico incluidos, pero no limitados a los adyuvantes inmunoldgicos, que aumentan o diversifican la
respuesta inmune a un antigeno. Por lo tanto, los adyuvantes inmunolégicos son compuestos que son capaces
de potenciar una respuesta inmune a los antigenos. Los adyuvantes inmunoldgicos pueden potenciar la
inmunidad humoral y/o celular.

Por “antigeno” se entiende a una molécula que contiene uno o mas epitopos capaces de estimular el sistema
inmune de un huésped para que genere una respuesta inmune especifica al antigeno celular cuando se presenta
el antigeno, bien, una respuesta de anticuerpos humorales. Un antigeno puede ser capaz de provocar una
respuesta celular y/o humoral por si misma o cuando esta presente en combinacion con otra molécula.

Un “epitopo” es la porcion de una molécula antigénica o un complejo antigénico que determina su especificidad
inmunoldégica. Un epitopo estd dentro del alcance de la presente definicion de antigeno. Comunmente, un
epitopo es un polipéptido o polisacarido en un antigeno natural. En antigenos artificiales puede ser una sustancia
de bajo peso molecular, tal como un derivado de acido arsanilico. Un epitopo reaccionara de manera especifica
in vivo o in vitro con, por ejemplo, anticuerpos homologos o linfocitos T. Los descriptores alternativos son
determinantes antigénicos, agrupacion estructural antigénica y agrupacion hapténica.

Frecuentemente, un epitopo va a incluir entre 5 y 10 aminoacidos. Los epitopos de una determinada proteina
pueden identificarse utilizando cualquier nimero de técnicas de mapeo de epitopos, utilizando técnicas bien
conocidas. Véase por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E.
Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, New Jersey. Por ejemplo, los epitopos lineales pueden determinarse,
por ejemplo, sintetizando simultdneamente grandes numeros de péptidos sobre soportes solidos
correspondientes a las proporciones de la molécula de proteina, y haciendo reaccionar a los péptidos con
anticuerpos mientras los péptidos todavia se encuentran unidos a los soportes. Tales técnicas son conocidas y
se describen, por ejemplo, en Patente de los Estados Unidos No. 4,708,871; Geysen et al. (1984) (Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 81:3998-4002); Geysen et al. (1986) (Molec. Immunol. 23:709-715). De manera similar, los
epitopos conformacionales se identifican facilmente mediante la determinacién de la conformacién espacial de
los aminoacidos, por ejemplo, mediante cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear bidimensional,
Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols, supra.

El término “antigeno” como se utiliza en el presente documento, denota antigenos de ambas subunidades, es
decir, antigenos que se encuentran separados y que son discretos de un organismo completo con el que el
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antigeno esta asociado y muerto en la naturaleza, como bacterias atenuadas o inactivadas, virus, parasitos u
otros patéogenos o células tumorales. Los anticuerpos tales como anti-idiotipo, o fragmentos del mismo, y
mimotipos peptidicos sintéticos, que pueden imitar a un antigeno o a un determinante antigénico, también estan
abarcados bajo la definicion de antigeno como se utiliza en el presente documento.

Ademas, para fines de la presente divulgacion, un “antigeno” se refiere a una proteina que tiene modificaciones,
tales como deleciones, adiciones y sustituciones (generalmente de naturaleza conservativa), a la secuencia
nativa, siempre y cuando la proteina mantenga la capacidad de obtener una respuesta inmunolégica. Estas
modificaciones pueden ser deliberadas, como a través de mutagénesis sitio-dirigidas, o pueden ser accidentales,
como a través de mutaciones del huésped que produce antigenos. Los antigenos pueden derivarse de
cualquiera de los diversos virus, bacterias, parasitos, hongos y otros microbios, asi como de cualquiera de los
diversos antigenos tumorales.

Una “respuesta inmunoldgica” o una “respuesta inmune” a una composicion de interés es el desarrollo, en un
sujeto, de una respuesta inmune humoral y/o celular a moléculas presentes en la composicion.

Las respuestas inmunes incluyen respuestas inmunes innatas y adaptativas. Las respuestas inmunes innatas
son respuestas de accion rapida que proporcionan la primera linea de defensa para el sistema inmunolégico. En
contraste, la inmunidad adaptativa utiliza la seleccién y la expansion clonal de las células inmunes que tienen
genes receptores organizados somaticamente (por ejemplo, receptores de células T y B) que reconocen
antigenos de un determinado patdégeno o trastorno (por ejemplo, un tumor), de esta manera proporciona
especificidad y memoria inmunoldgica. Las respuestas inmunes innatas, entre muchos de sus efectos, conducen
a un rapido estallido de citoquinas inflamatorias y la activacién de células presentadoras de antigenos (CPA),
como los macroéfagos y las células dendriticas. Para distinguir los patégenos de los componentes propios, el
sistema inmune innato utiliza una variedad de receptores relativamente invariables que detectan las firmas de
patégenos, conocidas como patrones moleculares asociados a patégenos, o PMAPs. Se sabe que la adicion de
componentes microbianos a las vacunas experimentales conduce al desarrollo de respuestas inmunes
adaptativas robustas y duraderas. Se ha reportado que el mecanismo detras de esta potenciacion de las
respuestas inmunes involucra receptores de reconocimiento de patrones (RRPs) que se expresan
diferencialmente en una variedad de células inmunitarias, incluyendo neutrofilos, macréfagos, células
dendriticas, células asesinas naturales, células B y células no inmunitarias. EI compromiso de los RRP conduce
a la activacion de algunas de estas células y su secrecién de citoquinas y quimiocinas, asi como a la maduracion
y la migracion de otras células. En conjunto, esto crea un entorno inflamatorio que conduce al establecimiento de
la respuesta inmune adaptativa. Los RRP incluyen receptores no fagociticos tales como los receptores tipo-Toll
(RTTs) y las proteinas del dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos (NOD), y receptores que inducen la
fagocitosis, como los receptores recolectadores, los receptores de manosa y los receptores beta-glucanos.

Los RTTs reportados (junto con los ejemplos de algunos agonistas RTT reportados, que se pueden utilizar como
adyuvantes inmunoldgicos en diversas realizaciones de la divulgacion), incluyendo a los siguientes: RTT1
(lipoproteinas bacterianas de micobacterias Neisseria), RTT2 (particulas de levadura zimosan, peptidoglicano,
lipoproteinas, glicolipidos y lipopolisacaridos), RTT3 (ARN viral de doble cadena, poliZlC), RTT4
(lipopolisacaridos bacterianos), RTT5 (flagelina bacteriana), RTT6 (particulas de levadura zimosan, acido
lipoteicoico, lipopéptidos de micoplasma), RTT7 (ARN de cadena sencilla, imiquimod, resiquimod y otros
compuestos sintéticos como loxoribina y bropirimina), RTT8 (ARN de cadena sencilla, resiquimod) y RTT9
(oligonucleodtidos CpG), entre otros. Las células dendriticas son reconocidas como algunos de los tipos celulares
mas importantes para iniciar el cebado de células T CD4+ auxiliares (TH) y para inducir la diferenciacion de
células T CD8+ en células asesinas. Se ha reportado que la sefalizacion de RTT juega un papel importante en la
determinacion de la calidad de estas respuestas de células T auxiliares, por ejemplo, con la naturaleza de la
sefial de RTT que determinan el tipo de respuesta especifico de TH que se observa (por ejemplo, respuesta TH1
contra TH2). Una combinacion de anticuerpo (humoral) e inmunidad celular se produce como parte de una
respuesta tipo TH1, mientras que una respuesta de tipo TH2 es predominantemente una respuesta de
anticuerpo. Se ha reportado que diversos ligandos de RTT, tales como ADN CpG (RTT9) y las imidazoquinolinas
(RTT7, RTT8), estimulan la produccién de citoquinas a partir de células inmunes in vitro. Las imidazoquinolinas
son los primeros compuestos pequefios, similares a farmacos que se muestran como agonistas de RTT. Para
mas informacién, vease por ejemplo, A. Pashine, N. M. Valiante and J. B. Ulmer, Nature Medicine 11, S63-S68
(2005), K. S. Rosenthal and D. H. Zimmerman, Clinical and Vaccine Immunology, 13(8), 821-829 (2006), y las
referencias alli citadas.

Para propésitos de la presente divulgacion, una “respuesta inmune humoral” se refiere a una respuesta inmune
mediada por moléculas de anticuerpos, mientras que una “respuesta inmune celular” esta mediada por linfocitos
T yl/o otros glébulos blancos. Un aspecto importante de la inmunidad celular implica una respuesta antigeno-
especifica por parte de las células T citoliticas (CTLs). Las CTL tienen una especificidad por los antigenos
peptidicos que se presentan en asociacion con proteinas codificadas por el complejo principal de
histocompatibilidad (CPH) y se expresan en la superficie de las células. Las CTLs ayudan a inducir y a promover
la destruccion intracelular de microbios intracelulares, o la lisis de células infectadas con dichos microbios. Otro
aspecto de la inmunidad celular implica una respuesta antigeno-especifica por parte de las células T auxiliares.
Las células T auxiliares actuan para ayudar a estimular la funcion, y centran la actividad de células efectoras no
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especificas contra células que muestran antigenos peptidicos en asociacion con moléculas del CPH en su
superficie. Una “respuesta inmune celular” también se refiere a la produccion de citoquinas, quimiocinas y otras
moléculas similares producidas por células T activadas y/u otras células blancas de la sangre, incluidas aquellas
derivadas de células T CD4+ Y CD8+.

Una composicién tal como una composiciéon inmunogénica o una vacuna que ocasiona una respuesta inmune
celular que puede servir para sensibilizar a un sujeto vertebrado mediante la presentacion del antigeno en
asociacion con moléculas de CPH en la superficie celular. La respuesta inmune mediada por células se dirige a,
o cerca de, las células que presentan un antigeno en su superficie. Ademas, se pueden generar linfocitos T
especificos para permitir la futura proteccién de un huésped inmunizado.

La capacidad de una composicion particular para estimular una respuesta inmunolégica mediada por células,
puede determinarse mediante una serie de ensayos conocidos en la técnica, como los ensayos de
linfoproliferacién (activacion de linfocitos), ensayos de células citotéxicos CTL, mediante el ensayo de linfocitos T
especificos para un antigeno en un sujeto sensibilizado, o mediante la medicién de la produccién de citoquinas
por parte de células T en respuesta a la reestimulacion con el antigeno. Tales ensayos son bien conocidos.
Véase por ejemplo, Erickson et al. (1993) (J. Immunol. 151:4189-4199); Doe et al. (1994) (Eur. J. Immunol.
24:2369-2376).

Por lo tanto, una respuesta inmunolégica podria incluir, por ejemplo, uno o mas de los siguientes efectos entre
otros: la produccion de anticuerpos por, por ejemplo, células B; y/o la activacon de células T supresoras y/o
células T y 0 dirigidas especificamente a un antigeno, o antigenos, presentes en la composicién de la vacuna de
interés. Estas respuestas podrian servir, por ejemplo, para neutralizar la inefectividad, y/o mediar la
complementacion de anticuerpos, o anticuerpos dependientes de la toxicidad celular (ADCC) para proveer
proteccion a un huésped inmunizado. Dichas respuestas pueden ser determinadas, por ejemplo, utilizando
inmunoensayos estandarizados y ensayos de neutralizacion, bien conocidos en la técnica, como por ejemplo
radioinmunoensayos y ELISAs.

Una composicién inmunogénica que contiene un antigeno o un polinucleétido (por ejemplo, una construccion de
vectores) que conduce a la expresion de un antigeno de acuerdo con la presente divulgacion mostrando
“inmunogenicidad mejorada” cuando posee una mayor capacidad para provocar una respuesta inmune que la
respuesta inmune provocada por una cantidad equivalente de antigeno/polinucleétido en un estado “desnudo”
independientemente de las particulas formadas a partir de polimero(s) biodegradable(s). Una composicion
inmunogénica puede mostrar “inmunogenicidad mejorada” por ejemplo, porque la composicion es mas fuerte
inmunoldgicamente o porque una dosis mas baja o menor dosis de la composicion son necesarias para lograr
una respuesta inmune en el sujeto al que se le administra la composicion. Dicha inmunogenicidad mejorada
puede determinarse administrando la composicion y los controles adecuados a los animales y comparando la
titulacion de los anticuerpos y/o la inmunidad mediada por células frente a los dos utilizando ensayos estandar.

Como se utiliza en el presente documento, el “tratamiento” se refiere a cualquiera de (i) la prevenciéon de una
infeccion o un trastorno patogénico (por ejemplo, cancer) en cuestion en un sujeto vertebrado, (ii) la reduccion o
eliminacion de sintomas en un sujeto vertebrado que tiene la infeccion o el desorden en cuestion, y (iii) la
eliminacion sustancial o completa de la infeccién o trastorno patogénico en cuestion en un sujeto vertebrado. El
tratamiento puede efectuarse de forma profilactica (antes de la llegada de la infeccién o trastorno patogénico en
cuestion) o terapéuticamente (después de la llegada de las mismas).

Los términos “cantidad efectiva” o “cantidad farmacéuticamente efectiva” de una composicion inmunogénica de
la presente divulgacion se refieren a una cantidad suficiente de la composicion inmunogénica para tratar o
diagnosticar una condicién de interés. La cantidad exacta requerida va a variar de un sujeto a otro, dependiendo,
por ejemplo, en la especie, la edad y la condiciéon general del sujeto; la severidad de la condicion a tratar; el
antigeno particular de interés; en el caso de la respuesta inmunolégica, la capacidad del sistema inmune del
sujeto para sintetizar anticuerpos; por ejemplo, y el grado de proteccion deseado; y el modo de administracion,
entre otros factores. Un experto en la técnica puede determinar una cantidad “efectiva” apropiada en cualquier
caso individual. Por lo tanto, una “cantidad terapéuticamente efectiva” generalmente estara en un intervalo
relativamente amplio que puede ser determinado a través de pruebas rutinarias.

Por “sujeto vertebrado” o “animal vertebrado” se entiende cualquier miembro del subfilum de los cordados,
incluyendo, sin limitacion, mamiferos tales como ganado, ovejas, cerdos, cabras, caballos, y seres humanos;
animales domésticos tales como perros y gatos; y aves, incluyendo aves domésticas, salvajes y aves de caza,
como gallos y gallinas, incluyendo pollos, pavos y otras aves gallinaceas. El término no denota una edad en
particular. Asi, se cubren tanto animales adultos como animales recién nacidos.

Por “farmacéuticamente aceptable” o “farmacolégicamente aceptable” se entiende un material que no es
bioldgicamente o de otra manera indeseable, es decir, el material puede administrarse a un individuo sin causar
efectos bioldgicos excesivamente indeseables en el individuo o interaccionar en él de manera excesivamente
deletérea con cualquiera de los componentes de la composicién en la que esta contenida.
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El término “excipiente” se refiere a cualquier sustancia esencialmente accesoria que pueda estar presente en la
forma de dosificacion terminada. Por ejemplo, el término “excipiente” incluye vehiculos, aglutinantes,
desintegrantes, rellenos (diluyentes), lubricantes, deslizantes (mejoradores de flujo), auxiliares de compresion,
colores, edulcorantes, conservadores, agentes de suspension/dispersion, formadores/revestimientos de
peliculas, sabores y tintas de impresion.

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

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “construccion de vectores” generalmente se refiere a
cualquier ensamblado que sea capaz de dirigir la expresion de una, o varias, secuencias de acidos nucleicos o
genes de interés. La construccion de un vector tipicamente incluye un promotor/potenciador de la transcripcion o
uno o varios elementos que definen a un locus, u otros elementos que puedan controlar la expresion génica por
otros medios tales como el corte y empalme alternativo, exportacion de ARN nuclear, modificacion
postraduccional del mensajero, o la modificacion postranscripcional de la proteina. Adicionalmente, la
construccion del vector incluye tipicamente una secuencia que, cuando se transcribe, esta unida de manera
operacional a la secuencia o secuencias de los genes de interés y actia como una secuencia de iniciacion de la
traduccion. La construccion del vector también puede incluir, de manera opcional, una sefial que dirige la
poliadenilacién, un marcador seleccionable, asi como uno o mas sitios de restriccion y una secuencia de
terminacion de la traduccion. Adicionalmente, si la construccion del vector se coloca en un retrovirus, la
construccion del vector puede incluir una sefial de empaquetamiento, repeticiones terminales largas (RTLs), y
sitios de unién a cebadores de cadena positiva y negativa. Apropiados para el retrovirus utilizado (si estos no se
encuentran ya presentes).

Una “construccion de vector de ADN” se refiere a una molécula de ADN que es capaz de dirigir la expresion de
una, o mas, secuencias de acidos nucleicos o de un gen o genes de interés.

Un tipo especifico de construccién de vector de ADN es un plasmido, que es una molécula de ADN episomal
circular capaz de replicarse de manera auténoma dentro de una célula huésped. Tipicamente, un plasmido es un
ADN de doble cadena que se encuentra en forma circular, un bucle en el que se pueden ligar ssgmentos de ADN
adicionales. pCMV es un plasmido especifico que es bien conocido en la técnica. Un vector preferido pCMV
contiene el potenciador/promotor de CMV y un terminador de la hormona de crecimiento bovino. Un ejemplo
especifico se describe con detalle en Chapman, B.S., et al. (1991) (Nucleic Acids Res. 19: 3979-3986).

Se conocen otras construcciones de vectores de ADN que estan basadas en virus de ARN. Estas construcciones
de vectores de DNA comprenden tipicamente a un promotor que funcién en una célula eucarionte, 5’ de una
secuencia de cADN para la cual el producto de transcripcion es una construccion de vector de ARN (por ejemplo,
un replicon de vector de ARN de alfavirus) y una regién de terminacion 3. La construccion del vector de ARN
comprende de manera preferible un genoma de ARN de un picornavirus, togavirus, flavivirus, coronavirus,
paramixovirus, virus de la fiebre amarilla o alfavirus (por ejemplo, virus Sindbis, virus Semliki Forest, virus de la
encefalitis equina venezolana o virus del Rio Ross), los cuales han sido modificados por la sustitucién de uno o
mas genes de proteinas estructurales con una secuencia de acidos nucleicos heterdloga seleccionada que
codifica para un producto de interés. Las construcciones de vectores de ARN se pueden obtener por
transcripcion in vitro a partir de una plantilla de ADN. Ejemplos especificos incluyen plasmidos basados en virus
Sindbis (pSIN) como pSINCP, descritos, por ejemplo, en Patente de los Estados Unidos Nos. 5,814,482 and
6,015,686, asi como en International Publication Nos. WO 97/38087, WO 99/18226 and WO 02/26209. La
construccion de dichos vectores, en general, se describe en Patente de los Estados Unidos No. 5,814,482 y
6,015,686.

Otros ejemplos de construcciones de vectores incluyen construcciones de vectores de ARN (construcciones de
vectores de alfavirus) y similares. Como se utiliza en el presente documento, “construccion de vectores de ARN”,
“vector de replicon de ARN”", “vector de replicon” y “replicén” se refieren a una molécula de ARN que es capaz de
dirigir su propia amplificacion o auto replicacion in vivo, tipicamente dentro de una célula diana. La construccion
del vector de ARN se utiliza directamente, sin el requerimiento de introduccién de ADN a una célula y transporte
al nucleo donde se produciria la transcripcién. Al utilizar el vector de ARN para la administraciéon directa en el
citoplasma de la célula huésped, la replicacion auténoma y la traduccion de la secuencia heterologa de acidos

nucléicos ocurre de manera eficiente.

En un aspecto, la molécula de ARN auto replicante se deriva de, o se basa en, un alfavirus. En otros aspectos, la
molécula de ARN autorreplicante se deriva de, o se basa en, un virus diferente que el alfavirus, preferiblemente,
un virus de ARN de cadena positiva y, mas preferiblemente, un picornavirus, flavivirus, rubivirus, pestivirus,
hepacivirus, calicivirus o coronavirus. Las secuencias de alfavirus salvajes adecuadas son bien conocidas y
estan disponibles a parir de depositos de secuencia, tales como: American Type Culture Collection, Rockville,
Md. Ejemplos representativos de alfavirus adecuados incluyen Aura (ATCC VR-368), virus Bebaru (ATCC VR-
600, ATCC VR-1240), Cabassou (ATCC VR-922), virus del Chikungunya (ATCC VR-64, ATCC VR-1241), Virus
de la encefalomielitis equina del este (ATCC VR-65, ATCC VR-1242), Fuerte Morgan (ATCC VR-924), virus
Getah (ATCC VR-369, ATCC VR-1243), Kyzylagach (ATCC VR-927), Mayaro (ATCC VR-66), Mayaro virus
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(ATCC VR-1277), Middleburg (ATCC VR-370),virus Mucambo (ATCC VR-580, ATCC VR-1244), Ndumu (ATCC
VR-371), virus Pixuna (ATCC VR-372, ATCC VR-1245), Ross River virus (ATCC VR-373, ATCC VR-1246),
Semliki Forest (ATCC VR-67, ATCC VR-1247), Sindbis virus (ATCC VR-68, ATCC VR-1248), Tonate (ATCC VR-
925), Triniti (ATCC VR-469), Una (ATCC VR-374), encefalomielitis equina venezolana (ATCC VR-69, ATCC VR-
923, ATCC VR- 1250 ATCC VR-1249, ATCC VR-532), encefalomielitis equina occidental (ATCC VR-70, ATCC
VR-1251, ATCC VR- 622, ATCC VR-1252), Whataroa (ATCC VR-926), y, finalmente. Y-62-33 (ATCC VR-375).

B. Procedimientos generales

1. Particulas poliméricas

Las composiciones inmunogénicas de acuerdo con la presente divulgacion comprenden particulas poliméricas.
Una “particula polimérica” es una particula que comprende uno o mas tipos de polimeros, tipicamente, 50 % en
peso o mas polimeros, por ejemplo, de 50 % en peso a 75 % en peso a 90 % en peso a 95 % en peso a 97,5 %
en peso a 99 % en peso 0 mas.

Como se utiliza en el presente documento, los “polimeros” son moléculas que contienen multiples copias (por
ejemplo, 5 a 10 a 25 a 50 a 100 a 250 a 500 a 1000 o mas copias) de un o mas unidades constitucionales,
comunmente denominadas mondmeros. Tal y como se utiliza en el presente documento, “monémeros” puede
referirse a monémeros libres y a aquellos que se incorporan en polimeros, con la distincion que queda clara en el
contexto en el que se utiliza el término.

Como se utiliza en el presente documento, un polimero es “biodegradable” si sufre una escision de enlaces a lo
largo de la cadena principal del polimero in vivo, sin importar el mecanismo de escision de enlaces (por ejemplo,
ruptura enzimatica, hidrolisis, oxidacion, etc.).

Los polimeros pueden adoptar varias configuraciones, las cuales pueden seleccionarse, por ejemplo, de
configuraciones lineales, ciclicas y ramificadas. Las configuraciones ramificadas incluyen configuraciones en
forma de estrella (por ejemplo, configuraciones en las que tres o mas cadenas emanan de una sola region de la
rama), configuraciones de peine (por ejemplo, configuraciones que tienen una cadena principal y una pluralidad
de cadenas laterales), configuraciones dendriticas (por ejemplo, polimeros arborescentes y hiperramificados),
configuraciones de red (por ejemplo, polimeros reticulados), etc..

Como se utiliza en el presente documento, los “homopolimeros” son polimeros que contienen mdltiples copias de
una sola unidad constitucional. Los “copolimeros” son polimeros que contienen copias multiples de al menos dos
unidades constitucionales distintas, cuyos ejemplos incluyen copolimeros aleatorios, estadisticos, de gradiente,
periodicos (por ejemplo, alternados) y de bloques.

Como se utiliza en el presente documento, los “copolimeros de bloque” son copolimeros que contienen dos o
mas bloques de polimeros que difieren, por ejemplo, debido a que una unidad constitucional (es decir, un
monomero) se encuentra en un bloque de polimero que no se encuentra en otro bloque de polimero.

Como se utiliza en el presente documento, un “bloque de polimero” es una agrupacion de unidades
constitucionales (por ejemplo, 5a 10 a 25 a 50 a 100 a 250 a 500 a 1000 o mas unidades) que forman una parte
o la totalidad de un polimero. Los bloques pueden ramificados o no ramificados. Los bloques de polimeros
pueden contener un solo tipo de unidad constitucional (también referidos en el presente documento como
“bloques de homopolimeros”) que pueden proporcionarse, por ejemplo, de forma periédica (por ejemplo,
alternando), aleatoria, estadistica o con distribucién en gradiente.

Algunos ejemplos de estructuras de copolimeros de bloques incluyen, entre otros, a los siguientes; (a) bloque de
polimeros que tienen bloques alternativos del tipo (AB)m, Y A(BA)m donde A es el primer polimero de bloque, B
es un segundo bloque de polimero que es diferente del primer bloque de polimero, y m es un ndmero entero
positivo de 1 o mas, y (b) copolimeros de bloque que tienen arquitecturas de multiples brazos, tales como X(BA),
y X(AB),, donde n es un numero positivo de 2 o mas y X es una especie central (por ejemplo, un residuo de
molécula iniciadora, el residuo de una molécula a la que se le unen cadenas poliméricas preformadas, etc.).
Ademas de las especies de centros mencionadas anteriormente, los polimeros (incluidos los copolimeros de
bloques) pueden contener una variedad de otras especies de cadenas laterales no poliméricas, incluyendo los
residuos del iniciador, los residuos de moléculas de enlaces, y las moléculas tipo tapa, entre otras especies. Es
necesario notar que tales especies no poliméricas generalmente se ignoran en los polimeros descritos
(incluyendo copolimeros de bloque). Por lo tanto, un copolimero de bloque X(BA). generalmente se designa
como un copolimero tribloque ABA, un copolimero de bloque X(BA)s; generalmente se le denomina como un
polimero estrella con un bloque medio B y tres bloques finales A. Otros ejemplos de copolimeros de bloques
incluyen copolimeros en peine que tienen un esqueleto de cadena B y multiples cadenas laterales A, asi como
copolimeros en peine que tienen un esqueleto de cadena A y multiples cadenas laterales B.

Como se menciond anteriormente, un “bloque de polimero” se define en el presente documento como una
agrupacion de unidades constitucionales que forman parte o la totalidad de un polimero. Por lo tanto, se puede
decir que los homopolimeros contienen un solo bloque de homopolimero. Los copolimeros, por otro lado, pueden
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contener un solo bloque de copolimero (por ejemplo, un bloque de copolimero periddico, un bloque de
copolimero aleatorio, un bloque de copolimero de gradiente, etc.) o multiples homopolimeros y/o bloques de
copolimeros (por ejemplo, un bloque de copolimero que contiene mudltiples bloques de homopolimeros
diferentes, un copolimero de bloques que comprende multiples bloques de copolimeros diferentes, o un
copolimero de bloques que comprende uno o mas bloques de homopolimeros y uno o mas bloques de
copolimeros).

Los polimeros para el uso en las particulas poliméricas de la divulgacion son preferiblemente, o al menos
parcialmente, biodegradables.

Ejemplos de polimeros que son al menos parcialmente biodegradables, incluyen homopolimeros formados a
partir de un unico bloque de homopolimero biodegradable, copolimeros no de bloque formados a partir de un
Unico bloque de copolimeros biodegradables (por ejemplo, seleccionados de bloques alternos, aleatorios, de
gradiente, etc.), y copolimeros de bloques que contienen al menos un bloque de polimero biodegradable, por
ejemplo, un copolimero de bloque que contiene uno o mas bloques de polimeros biodegradables y uno o mas
blogues de polimeros adicionales.

Los ejemplos de polimeros biodegradables incluyen, por ejemplo, homopolimeros y copolimeros de los
siguientes: poliésteres (por ejemplo, poli[hidroxiacidos], poli[ésteres ciclicos], etc.), policarbonatos,
politozoésteres, polianhidridos, policicloacacrilatos (por ejemplo, polialquilcianoacrilato o "PACA") y polifosfatos.

Ejemplos de polimeros biodegradables incluyen blogues de copolimeros que contienen combinaciones de dos o
mas bloques de polimeros biodegradables correspondientes a los anteriores (por ejemplo, dos o0 mas bloques
seleccionados de poliéster, policarbonato, poliortoéster, polianhidrido, policianoacrilato y/o bloques de
polifosfazina), y un copolimero de bloques que comprende uno o mas de los bloques de polimeros
biodegradables anteriores y uno o mas bloques de polimeros adicionales que difieren de los bloques de
polimeros biodegradables anteriores.

Ejemplos de bloques de polimeros adicionales incluyen bloques de polimeros hidrofilicos tales como bloques de
poliéter, por ejemplo, bloques de 6xido de polietileno (por ejemplo, polietilenglicol) (véase Park et al., Langmuir
20 (6): 2456-2465 (2004)) y bloques de 6xido de polipropileno (por ejemplo, polipropilenglicol), bloques de
alcohol polivinilico, bloques de polivinilpirrolidona, bloques de poli(acido acrilico), bloques de poli (acido
metacrilico), bloques de poli (N-isopropilacrilamida-con-N, N-dimetilacrilamida) (véase Liu et al., Biomaterials 26
(24): 5064-5074 (2005)), bloques de polietilenimina (véase Nam et al., Biomaterials 24 (12): 2053-2059 (2003)),
bloques de poli (aminoacido), y asi sucesivamente. Ejemplos de bloques de polimeros adicionales también
incluyen bloques de polimeros que estan cargados negativamente a pH fisiolégico, por ejemplo, poli(acidos
carboxilicos) tales como los bloques de poli(acido acrilico) y bloques de poli(acido metacrilico), y ciertos bloques
de poliaminoacidos (dependiendo del punto isoeléctrico), asi como las sales de las mismas, entre otras. Otros
ejemplos de bloques de polimeros adicionales incluyen bloques de polimeros que se estan cargados
positivamente a pH fisiolégico, por ejemplo, bloques de poliamina, tales como bloques de polietilenimina y
bloques de quitosan, ademas de ciertos bloques de poliaminoacidos (dependiendo del punto isoeléctrico), asi
como las sales de los mismos, entre otros. Dichos polimeros con bloques de polimeros cargados pueden
emplearse, por ejemplo, como agentes inductores de carga de particulas (véase a continuacion). En ciertas
realizaciones, se emplean copolimeros dibloque AB, copolimeros tribloque ABA y copolimeros tribloque BAB, en
los que A designa un bloque de polimero adicional y B designa un bloque polimérico biodegradable.

En diversas realizaciones preferidas, se forman polimeros biodegradables, por ejemplo, a partir de los siguientes:
poliésteres, (por ejemplo, polihidroxiacidos, policaprolactona, polidioxanona, etc.), policarbonatos,
poliortoésteres, polianhidruros, polifosfenacinas y combinaciones de los mismos. Mas tipicos son los poliésteres,
por ejemplo, homopolimeros y copolimeros de acido glicdlico, acido L-lactico, acido D,L-lactico, acido
hidroxibutirico, acido hidroxivalérico, caprolactona y dioxanona, entre otros. Incluso los mas tipicos son los
homopolimeros y copolimeros de L-lactida, D,L-lactida, y glicolida, por ejemplo, poliglicolida, polilactida, por
ejemplo, poli(L-lactida) o poli(D,L-lactida) (referida en el presente documento como PLA) y poli(lactida-co-
glicolida), por ejemplo, poli(L-lactida-co-glicolida) y poli(D,L-lactida-co-glicolida) (designada en el presente
documento como “PLG” o “PLGA”).

Los polimeros anteriormente descritos estan disponibles en una variedad de pesos moleculares, y un peso
molecular apropiado para un uso determinado, se determina facilmente por un experto en la técnica. Asi, por
ejemplo, un peso molecular adecuado para PLA puede ser del orden aproximado de 2000 a 5000, entre otros
valores. Un peso molecular apropiado para PLG puede variar en un intervalo de entre 5000 hasta 20000, entre
otros valores.

Cuando se emplean copolimeros, podrian estar disponibles copolimeros con una variedad de proporciones de
monomeros. Por ejemplo, cuando se utiliza PLG para formar las particulas, una variedad de proporciones
molares de lactida:glicolida van a encontrar uso en el presente documento, y la proporciéon es en gran medida
una cuestion de eleccion, dependiendo en parte de cualquier especie coadministrada absorbida y/o atrapada y la
tasa de degradacién deseada. Por ejemplo, un polimero PLG 50:50, que contiene 50 % de D,L-lactida y 50 % de
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glicolida, va a proporcionar un copolimero de reabsorciéon mas rapido, mientras que PLG 75:25 se degrada mas
lentamente, y 85:15 y 90:10 incluso mas lentamente, debido al aumento del componente lactida. Las mezclas de
particulas con diferentes proporciones de lactida:glicolida también pueden ser utilizadas en el presente
documento para lograr la cinética de liberacion deseada. La velocidad de la degradacion de las particulas de la
presente divulgacion también puede ser controlada mediante factores tales como el peso molecular del polimero
y la cristalinidad del polimero.

Cuando se utilizan, los copolimeros de PLG son tipicamente aquellos que tienen una proporcion molar de
lactida/glicolida que varia, por ejemplo, de 20:80 a 25:75 a 40:60 a 45:55 a 50:50 a 55:45 a 60: 40 a 75:25 a
80:20, y con un peso molecular que varia, por ejemplo, de 2500 a 5000 a 10000 a 40000 a 50000 a 70000 a
100000 a 200000 Daltons, entre otros valores. Los copolimeros de PLG con distintas proporciones de
lactida:glicolida, pesos moleculares y grupos finales estan facilmente disponibles comercialmente de varias
fuentes que incluyen Boehringer Ingelheim, Alemania, Birmingham Polymers, Inc., Birmingham, AL, EE.UU. y
Lakeshore Biomaterials, Birmingham, AL, EE.UU. Algunos copolimeros de PLG de ejemplo, disponibles con
Boehringer Ingelheim, incluyen: (a) RG 502, un PLG que tiene grupos terminales éster alquilo de manera
predominante en uno de los extremos de la cadena, una proporcién molar de lactida/glicolida de 50:50 y un peso
molecular de 12000 Da, (b) RG 503, un PLG que tiene grupos terminales éster alquilo de manera predominante
en uno de los extremos de la cadena, una proporcion molar de lactida/glicolida de 50:50 y un peso molecular de
34000 Da, (c) RG 504, un PLG que tiene grupos terminales éster alquilo de manera predominante en uno de los
extremos de la cadena, una proporcion molar de lactida/glicolida de 50:50 y un peso molecular de 48000 Da, (d)
RG 752, un PLG que tiene grupos terminales éster alquilo de manera predominante en uno de los extremos de la
cadena, una proporcion molar de lactida/glicolida de 75:25 y un peso molecular de 22000 Da, (e) RG 755, un
PLG que tiene grupos terminales éster alquilo de manera predominante en uno de los extremos de la cadena,
una proporcion molar de lactida/glicolida de 75:25 y un peso molecular de 68000 Da, (f) RG 502H, un PLG que
tiene una proporcion molar de lactida/glicolida de 50:50 y que tiene de forma predominante grupos carboxilos
libres en los extremos de una cadena, y (g) RG 503H, un PLG que tiene una proporcién molar de lactida/glicolida
de 50:50 y que tiene de forma predominante grupos carboxilos libres en los extremos de una cadena.

Ademas de los grupos terminales éster carboxilo y alquilo libres, también se puede proporcionar PLG con grupos
amina, hidroxilo, tiol, éster succinimidil o maleimida, entre otros, en al menos uno de los extremos de la cadena.

En ciertas realizaciones, se pueden formar particulas poliméricas cargadas utilizando un polimero biodegradable
cargado, ejemplos de los cuales incluyen péptidos y proteinas cargados positivamente, incluidos péptidos de
histona y homopolimeros y copolimeros que contienen aminoacidos basicos tales como lisina, arginina, ornitina y
combinaciones de los mismos, gelatina, protamina y sulfato de protamina, espermina, espermidina, bromuro de
hexadimetreno (polibreno) y polisacaridos policationicos tales como el almidon catidnico y el quitosan, entre
otros.

Sin embargo, en realizaciones preferidas, las particulas poliméricas estan formadas a partir de un polimero
sustancialmente no cargado (por ejemplo, seleccionado de los descritos anteriormente) en presencia de una
especie cargada o posteriormente un tratamiento con una especie cargada. Ejemplos de tales especies cargadas
incluyen moléculas iénicas pequefias, péptidos idnicos, polimeros idnicos y tensioactivos idnicos, entre otros.

Dichas especies pueden ser proporcionadas, por ejemplo, en una cantidad efectiva para promover una
suspension de particulas aceptable (por ejemplo, durante la formacion de particulas y/o resuspension después
de la liofilizacion).

Dichas especies también pueden ser proporcionadas, por ejemplo, en una cantidad efectiva para promover la
adsorcion de especies a las superficies de las particulas (por ejemplo, polinucleétidos que incluyen
construcciones de vectores que conducen a la expresion de antigenos, antigenos, adyuvantes inmunoldgicos,
etc.). Por ejemplo, en diversas realizaciones de la divulgacion, pueden emplearse particulas que tienen una
carga neta positiva para mejorar la adsorcion del replicon de ARN.

La carga neta de una poblacion de particulas dada puede medirse utilizando técnicas conocidas que incluyen la
medicién del potencial zeta de las particulas. En ciertas realizaciones, se producen suspensiones de particulas
poliméricas cargadas positivamente que tienen un potencial zeta que es mayor a + 20 mV. Dichas suspensiones
se pueden utilizar para adsorber especies cargadas positivamente, como polinucleétidos (por ejemplo,
construcciones de vectores que conducen a la expresion de antigenos, tales como los replicones de ARN),
antigenos, adyuvantes inmunoldgicos, etc..

En ciertas realizaciones, se proporcionan tensioactivos catidnicos para impartir carga a las particulas. Ejemplos
de tensioactivos catiénicos incluyen, por ejemplo, los siguientes, entre otros: cloruro de benzalconio, bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA), 3-beta-[N-(N',N'-dimetilamino etano)
carbamoilo] colesterol (DC-Col), 3-beta- [N-(N',N',N'-trimetilaminoetano) carbamoil] colesterol (TC-Col), 4-(2-
aminoetil)-morfolina-colesterol hemisuccinato (MoCol), hemisuccinato de histaminil-colesterol (HisCol), (1,2-
dioleoiloxipropil) -N,N,N-trimetilamonio (DOTAP), (1,2-dimiristoiloxipropil) -N,N,N-trimetilamonio (DMTAP), (1,2-
dipalmito-loxipropil) sal de N,N,N-trimetilamonio (DPTAP), sal de (1,2-dioleoiloxipropil) -N,N-dimetilamonio
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(DODAP), (1,2-dioliloxipropil) -3-Dimetilhidroxietii amonio bromuro (DORIE), 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
etilffosfocolina (DOEPC), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina (DPEPC), 1,2-distearoil- sn glicerol-3-
etiffosfocolina  (DSEPC), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina  (DMEPC),  1,2-dilauroil-sn-glicero-3-
etilffosfocolina (DLEPC), cloruro de cetil-piridinio (CPyC), histaminil-colesterol carbamato (CHIM), (1,2-
dioleiloxipropil) cloruro de -N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), N,N-dioctadecilamido-glicil-espermina (DOGS), 4-
(2,3-bis-palmito-loxipropil)-1-metil-1H-imidazol (DPIM), sus variantes estructurales y derivados vy las
combinaciones de los mismos.

Se puede utilizar cualquier tensioactivo catidnico apropiado. Los tensioactivos cationicos apropiados incluyen,
cloruro de benzalconio (BAK), cloruro de bencetonio, cetrimida (que contiene bromuro de tetradeciltrimetilamonio
y posiblemente pequefias cantidades de bromuro de dedeciltrimetiamonio y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio), cloruro de cetilpiridinio (CPC), cloruro de cetil trimetil amonio (CTAC), aminas primarias,
aminas secundarias, aminas terciarias, incluyendo, pero no limitadas a N,N',N'-polioxietileno (10) -N-sebo-1,3-
diaminopropano, y otras sales de aminas cuaternarias, incluyendo, pero no limitadas a bromuro de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio, bromuro de alquil-trimetil-amonio mixto, cloruro de bencildimetildodecilamonio, cloruro
de bencildimetilhexadecil-amonio, Metildxido de benciltrimetil-amonio, bromuro de cetildimetiletilamonio, bromuro
de dimetildioctadecil amonio (DDAB), cloruro de metilbencetonio, cloruro de decametonio, cloruro de
tetraalquilamonio mixto de metilo, cloruro de metil trioctilamonio, cloruro de N,N-dimetil-N [2 (2-metil-4-
(1,1,3,3tetrametilbutil)-fenoxi]-etoxi)etil]-benceno de naminio (DEBDA), sales de dialquildimetilamonio, [1-(2,3-
dioleiloxi)-propil]-N,N,N, cloruro de trimetilamonio, 1,2-diacil-3-(trimetilamonio) propano (grupo acilo=dimiristoilo,
dipalmitoilo, diestearoilo, dioleoilo), 1,2-diacil-3 (dimetil-amonio) propano (grupo acilo=dimiristoilo, dipalimoilo,
distearoil, dioleoil), 1,2-dioleoil-3- (4'-trimetil-amonio)butanoil-sn-glicerol, éster de 1,2-dioleoil-3-succinil-sn-glicerol
colina, colesteril (4’-trimetilamonio) butanoato), sales de N-alquil piridinia (por ejemplo, bromuro de cetilpiridinio y
cloruro de cetilpiridinio), sales de N-alquilpiperidinio, electrolitos de forma esférica dicalica (C12Mes;C12BUs),
dialquilglicetilfosforilcolina, lisolecitina, L-a dioleoilfosfatidiletilamina, colesterol hemisuccinato éster de colina,
lipopoliaminas, que incluyen, pero no estan limitadas a dioctadecilamidoglicil espermina (DOGS),
dipalmitoilfosfatidiletanol amidospermina (DPPES), lipopoli-L (o D)lisina (LPLL, LPDL), poli (L (o D)-lisina
conjugada con el grupo N-glutarilfosfatidiletanolamina, didodecil glutamato éster con el grupo colgante) (C) ,
éster de glutamato de ditetradecilo con un grupo amino colgante (ClkGluCnN+), derivados catidnicos de
colesterol, incluyendo pero no limitado a incluye pero no se limita a la sal de colesteril-3-3-
oxisuccinamidoetilenetrimetilamonio, sal de colesteril-3-B-oxisuccinamidoetilendimetilamina, colesteril-3-3-
carboxi-amidaetilpetrén de la parilla de la perilla de la perilla de la perilla de la perilla de la perilla de la perilla de
la piel ) (DC-Colesterol), 1,2-dioleoiloxi-3- (trimetilamonio) propano (DOTAP), dimetildioctadecilamonio (DDA),
1,2-dimiristoil-3- trimetil-amonioPropano (DMTAP), dipalmitoil (Cie0) trimetil propano de amonio (DPTAP),
propano de distearoiltrimetil-amonio (DSTAP) y combinaciones de los mismos.

Otros tensioactivos cationicos incluyen, por ejemplo, los lipidos catidnicos descritos en la Patente EE.UU
2008/0085870 (publicado el 10 de abril del 2008) and 2008/0057080 (publicado el 6 de marzo del 2008).

En realizaciones preferidas, el tensioactivo catidnico es seleccionado del grupo que consta de 1,2-dioleoiloxi-3-
(trimetilamonio) propano (DOTAP), 3B- [N- (N ', N'-Dimetilaminoetano)-carbamoil] Colesterol (DC Colesterol),
dimetildioctadecilamonio (DDA), 1,2-Dimiristoil-3-Trimetil Amonio Propano (DMTAP), dipalmitilo(C1s.0) trimetil
amonio propano (DPTAP), distearoiltrimetilamonio propano (DSTAP), y combinaciones de los mismos.

En este aspecto, se pueden proporcionar diversas formas de sales de los tensioactivos surfactantes anteriores,
incluyendo sales de haluro e hidroaluro, tales como, cloro, bromuro, yoduro, hidrocloruro, etc.. Cuando se enlista
una sal en particular (por ejemplo, el cloruro), debe entenderse que otras sales (por ejemplo, bromuro, yoduro,
etc.) también pueden ser empleadas.

En ciertas realizaciones, el tensioactivo catiénico comprende un grupo amonio y una o mas cadenas de
hidrocarburo saturadas o insaturadas que tienen de 12 a 20 atomos de carbono, cuyos ejemplos especificos
incluyen DDA,

y DOTAP,
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entre otros.
Se pueden emplear diversos procedimientos para producir particulas poliméricas de acuerdo con la divulgacion.

Por ejemplo, en algunas realizaciones, las particulas poliméricas pueden formarse utilizando secado por
aspersion y coacervacion como se describe en, por ejemplo, Thomasin et al., J. Controlled Release (1996)
41:131; Patente de los Estados Unidos No. 2,800,457; Masters, K. (1976) Spray Drying 2nd Ed. Wiley, New York;
técnicas de recubrimiento de suspension neumatica, como el recubrimiento en bandeja y el recubrimiento
Wourster, segun lo descrito por Hall et al., (1980) El "Wurster Process" in Controlled Release Technologies:
Methods, Theory, and Applications (A. F. Kydonieus, ed.), Vol. 2, pp. 133-154 CRC Press, Boca Raton, Florida y
Deasy, P.B., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst. (1988) S (2): 99-139; y la gelificacion ibnica como se describe,
por ejemplo, en Lim et al., Science (1980) 210: 908-910.

En algunas realizaciones, las particulas pueden formarse utilizando un proceso de evaporacion de solvente de
aceite en agua (o/w) o agua en aceite en agua (w/o/w), o utilizando un procedimiento de nanoprecipitacion.

El proceso de la evaporacion del solvente de w/o/w se describe, por ejemplo, en O’Hagan et al., Vaccine (1993)
11:965-969, Jeffery et al., Pharm. Res. (1993) 10:362, y en WO 00/06123. Por lo general, un polimero de interés,
tal y como PLG, se disuelve en un solvente organico, como el cloruro de dimetilo (también llamado cloruro de
metileno y diclorometano), acetato de etilo, acetonitrilo, acetona, cloroformo y similares, para poder formar una
solucion organica. La solucién organica es entonces combinada con un primer volumen de solucioén acuosa y es
emulsionada para formar una emulsién de agua en aceite. La solucion acuosa puede ser, por ejemplo, agua
desionizada, soluciéon normal salina, solucién reguladora, por ejemplo, solucién salina regulada con fosfato (PBS)
0 una solucion reguladora de citrato de sodio/acido etilendiaminotetraacético (citrato de sodio/EDTA), entre otros.
Tipicamente, la proporciéon en volumen de solucidon de polimero a solucién acuosa varia en un intervalo de
aproximadamente 5:1 a aproximadamente 20:1, mas tipicamente de aproximadamente 10:1. La emulsificacion
se realiza utilizando cualquier equipo apropiado para esta tarea, y es tipicamente un dispositivo de alto esfuerzo
cortante tal como, por ejemplo, un homogeneizador. Posteriormente se combina un volumen de la emulsion de
agua en aceite con un segundo volumen mas grande de una solucion acuosa, que tipicamente contiene un
tensioactivo, por ejemplo, un tensioactivo sin carga (por ejemplo, PVA (alcohol de polivinilo), povidona (también
conocida como polivinilpirrolidona) o PVP), ésteres de sorbitan, polisorbatos, monoéteres de glicol polioxietilado,
alquilfenoles de polioxietilo, o poloxameros, entre otros) o un tensioactivo catiénico (por ejemplo, seleccionado de
los enumerados anteriormente, entre otros). La proporcion de volumen de solucién acuosa a la emulsion de agua
en aceite varia tipicamente de aproximadamente 2:1 a 10:1, mas tipicamente de aproximadamente 4:1. Esta
mezcla se homogeneiza posteriormente para producir una doble emulsién estable w/o/w. Los solventes
organicos se evaporan para producir particulas. Las particulas fabricadas con polimeros catiénicos y aquellas
fabricadas en presencia de surfactantes catidnicos generalmente tienen una superficie que tiene una carga neta
positiva, que es capaz de adsorber una amplia variedad de moléculas cargadas negativamente.

El proceso de evaporacion del solvente de aceite en agua (o/w) es similar al proceso de evaporacion del solvente
w/o/w descrito en el parrafo anterior. En general, un polimero de interés, tal como PLG, se disuelve en un
solvente organico, como el cloruro de dimetilo (también llamado cloruro de metileno y diclorometano), acetato de
etilo, acetonitrilo, acetona, cloroformo, 2,2,2-trifluoroetanol, dimetilsulféxido y similares, para formar una solucion
organica. En ciertas realizaciones de la divulgacion, el polimero se agrega al solvente organico en una cantidad
con un intervalo de 2 a 20 % p/v (por ejemplo, un intervalo de 2 a5 a 10 a 15 a 20 % p/v), mas tipicamente de 5
a 15 % p/v en relacion con el solvente. En ciertas realizaciones de la divulgacion, la soluciéon organica
comprende un tensioactivo cationico, tipicamente en una cantidad en un intervalo de 0,2 a 20 % p/p (por
ejemplo, un intervalode 0,2a 0,5a1a2a5a10a 15 a 20 % p/w) relativo al polimero, mas tipicamente del 1 %
al 10 % w/w relativo al polimero. La solucion organica se combina posteriormente con un volumen de solucion
acuosa y se emulsiona para formar una emulsiéon o/w. La solucién acuosa puede ser, por ejemplo, agua para
inyeccion, agua desionizada, solucion salina normal, una solucién reguladora, por ejemplo, solucién salina
regulada con fosfato (PBS) o una solucion reguladora de citrato de sodio/acido etilendiaminotetraacético (citrato
de sodio/ETDA), entre otros. La solucién acuosa puede contener un tensioactivo, por ejemplo, un tensioactivo no
cargado o un tensioactivo catidnico (como alternativa o ademas de cualquier tensioactivo catiénico incluido en la
fase organica). Tipicamente, la proporciéon de volumen de la solucién acuosa a la soluciéon de polimero varia de
aproximadamente 1:1 a aproximadamente 25:1, mas tipicamente de aproximadamente 4:1. La emulsificacion se
realiza utilizando cualquier equipo apropiado para esta tarea, y es tipicamente un dispositivo de alto esfuerzo
cortante tal y como, por ejemplo, un homogeneizador. Los solventes organicos se evaporan para producir
particulas. Como se menciond anteriormente, las particulas fabricadas con polimeros cationicos y aquellas
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fabricadas en presencia de tensioactivos catiénicos generalmente tienen una superficie que tiene una carga neta
positiva, que puede absorber una amplia variedad de moléculas cargadas negativamente.

El procedimiento de nanoprecipitacion, también denominado procedimiento de desplazamiento del solvente es
otro ejemplo de un procedimiento adecuado para formar particulas para utilizar en la divulgacion. Véase, por
ejemplo, Patente Europea No. 0274961B1 titulada "Process for the preparation of dispersible colloidal systems of
a substance in the form of nanocapsules,"Devissaguet et al., Patente de los Estados Unidos No. 5,049,322 con el
mismo titulo Fessi et al., Patente de los Estados Unidos No. 5,118,528, titulado "Process for the preparation of
dispersible colloidal systems of a substance in the form of microparticles," y Wendorf et al., WO 2008/051245,
titulada "Nanoparticles for use in Immunogenic compositions." En esta técnica, por ejemplo, un polimero puede
ser disuelto en un solvente organico (por ejemplo, un solvente organico hidréfilo como acetona, etanol, etc.). En
ciertas realizaciones de la divulgacion, el polimero se afiade al solvente organico en una cantidad que varia de
0,1 a5 % p/v (por ejemplo, un intervalo que vade 0,1a0,2a 0,5a 1 a2 a5 % p/v) con respecto al solvente. En
ciertas realizaciones de la divulgacion, la solucién organica comprende un tensioactivo catiénico, tipicamente en
una cantidad que varia de 1 % a 10 % p/p (por ejemplo, en un intervalo de 1 a 2 a 5 a 10 % p/p) relativo al
polimero. La solucién organica resultante puede ser combinada con un solvente adicional, que es miscible con el
solvente organico, mientras que no es un solvente para el polimero, tipicamente una solucién acuosa. La
soluciéon acuosa puede ser, por ejemplo, agua desionizada, solucidon salina normal, una solucidon reguladora
como, por ejemplo, solucion salina regulada con fosfato (PBS) o una solucidon reguladora de citrato de
sodio/acido etilendiaminotetraacético (citrato de sodio/EDTA). La solucién organica y la solucién acuosa se
pueden combinar en volumenes relativos apropiados, tipicamente de 1:5 a 5:1 (por ejemplo, de 1:5a 1:2,5 a 1:1
a 2,5:1 a 5:1), mas normalmente alrededor de 1:1 Por ejemplo, la solucién organica se puede verter, inyectar por
goteo en el no solvente mientras se revuelve, o se homogeneiza o se agita, o viceversa. Al seleccionar un
sistema en el que el polimero es soluble en el solvente organico, mientras que es significativamente menos
soluble en la mezcla miscible del solvente organico que con el no solvente, se puede formar una suspension de
particulas casi instantaneamente. Posteriormente, el solvente organico se puede eliminar de la suspensioén, por
ejemplo, por evaporacion.

Como se indicé anteriormente, las particulas fabricadas con polimeros catiénicos y aquellas fabricadas en
presencia de tensioactivos catidnicos, generalmente tienen una superficie que tiene una carga positiva neta, que
es capaz de adsorber una amplia variedad de moléculas cargadas negativamente.

Como se indicé previamente, en ciertas realizaciones, es deseable proporcionar una o mas especies adicionales
(ademas del polimero), que pueden estar asociadas con el interior (por ejemplo, atrapadas) y/o la superficie (por
ejemplo, por adsorcion, union covalente, coliofilizacion, etc.) de las particulas o pueden no estar asociadas con
las particulas. Dichas especies adicionales pueden incluir, por ejemplo, agentes para ajustar la tonicidad o el pH,
agentes crioprotectores, adyuvantes inmunoldgicos, antigenos, replicones de ARN, y asi sucesivamente.

Dichas especies adicionales pueden ser proporcionadas durante el proceso de formacion de particulas. En las
técnicas de formacion de particulas descritas anteriormente (por ejemplo, evaporacion del solvente w/o/w,
evaporacion del solvente o/w, nanoprecipitacion, etc.), las soluciones organicas y/o acuosas empleadas pueden
contener ademas varias especies adicionales, segun se desee. Por ejemplo, estas especies adicionales se
pueden agregar a una solucién organica, si esta en forma soluble en aceite o dispersable en aceite o (b) en una
solucién acuosa, si esta en forma soluble en agua o dispersable en agua

En algunas realizaciones, se pueden agregar una o mas especies adicionales después de la formacion de
particulas (tipicamente posterior a la eliminacion del solvente organico, asi como subsecuentemente a los pasos
de lavado o pasos en los que las particulas son dializadas contra el agua, si asi corresponde). Estas especies
adicionales se agregan frecuentemente a las particulas como una solucion o una dispersion acuosa. Estas
especies pueden, por ejemplo, estar en solucién y/o acumularse en la interfase particula-solucién, por ejemplo,
siendo adsorbidas en la superficie de la particula.

Una vez que se forma una composicion apropiada (por ejemplo, utilizando las técnicas descritas anteriormente u
otras), puede liofilizarse para uso en el futuro.

2. Replicones de ARN

Una composicion inmunogénica de la divulgacion puede incluir un replicon de ARN que comprende al menos un
polinucledtido que codifica para al menos un antigeno. El replicon de ARN es capaz de dirigir su propia
amplificacién o su autorrreplicacion in vivo, tipicamente dentro de una célula diana.

Un replicén puede, cuando se entrega a la célula de un vertebrado, incluso sin ninguna proteina, conducir a la
produccion de multiples ARN hijos mediante la transcripcién de si mismo (a través de una copia antisentido que
genera a partir de si mismo). Por lo tanto, una molécula de ARN autorreplicante es tipicamente una molécula de
cadena + que puede traducirse directamente después de ser entregada a una célula, y esta traduccion
proporciona una ARN polimerasa dependiente de ARN que produce la transcripcién tanto en antisentido como en
sentido del ARN liberado. De esta manera, el ARN administrado conduce a la produccion de multiples ARN hijas.
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Estas moléculas hijas de ARN, asi como las transcripciones subgendmicas colineales, pueden traducirse a si
mismas para proporcionar la expresion in situ de un antigeno codificado, o pueden transcribirse para
proporcionar transcripciones con el mismo sentido que el ARN administrado que se traducen para proporcionar
la expresion in situ del antigeno. Los resultados generales de esta secuencia de transcripciones son una gran
amplificacion en el numero de replicones de ARN introducidos y, por lo tanto, el antigeno codificado se convierte
en un producto polipéptido principal de las células.

Un sistema adecuado para poder lograr la autorreplicacion en esta manera es utilizar un replicon basado en un
alfavirus. Los alfavirus apropiados se enumeraron anteriormente. Los replicones de alfavirus son ARN de cadena
+- que conducen a la traduccién de una replicasa (o replicasa-transcriptasa) después de la entrega a una célula.
La replicasa se traduce como una poliproteina que se auto-escinde para proporcionar un complejo de replicacion
que crea copias de cadena gendémica del ARN entregado con cadena +-. Estas transcripciones de la misma
cadena pueden ser transcritas para originar copias adicionales del ARN parental de cadena +- y también para
dar una transcripcién subgendmica que codifica para el antigeno. La traduccion de la transcripcion subgenémica
conduce entonces a la expresion in situ del antigeno por la célula infectada. Los replicones de alfavirus
apropiados pueden utilizar una replicasa de un virus Sindbis, un virus del bosque Semliki, un virus de la
encefalitis equina oriental, un virus de la encefalitis equina venezolana, etc..

En consecuencia, un replicon preferido codifica para (i) una ARN polimerasa dependiente de ARN que puede
transcribir ARN desde el replicon y (ii) un antigeno. La polimerasa puede ser la replicasa de un alfavirus, por
ejemplo, que comprende una o mas de las proteinas de alfavirus nsP1, nsP2, nsP3 y nsP4. Mientras que los
genomas de alfavirus naturales codifican para proteinas estructurales de virion ademas de la poliproteina de
replicasa no estructural, se prefiere que el replicon no codifique para proteinas estructurales de alfavirus. Por lo
tanto, un replicén preferido puede conducir a la produccion de copias de ARN gendmicas de si mismo en una
célula, pero no a la produccién de viriones que contienen ARN. La incapacidad para producir estos viriones
significa que, a diferencia de un alfavirus de tipo salvaje, el replicon preferido no puede perpetuarse a si mismo
en la forma infecciosa. Las proteinas estructurales del alfavirus que son necesarias para la perpetuaciéon en los
virus de tipo silvestre estan ausentes en el replicon preferido y su lugar es tomado por el o los genes que
codifican para el antigeno de interés, de manera que el transcrito subgenémico codifica al antigeno en lugar de
las proteinas estructurales del virién alfavirus.

De esta manera, un replicon util con la divulgacion puede tener dos marcos de lectura abiertos. El primer marco
de lectura abierto (5’) codifica para una replicasa; el segundo marco de lectura abierto (3’) codifica para un
antigeno. En algunas realizaciones, el ARN puede tener marcos de lectura abiertos adicionales (por ejemplo, rio
abajo), por ejemplo, para codificar a otros antigenos (véase mas adelante) o para codificar polipéptidos
accesorios.

Un replicon preferido tiene una tapa en 5' (por ejemplo, una 7-metilguanosina). Esta tapa puede mejorar la
traduccion in vivo del ARN. En algunas realizaciones, la secuencia 5' del replicon debe ser seleccionada para
garantizar la compatibilidad con la replicasa codificada.

Un replicén puede tener una cola poli-A en 3’. También puede incluir una secuencia de reconocimiento de
polimerasa poli-A (por ejemplo, AAUAAA) cerca de su extremo 3 .

Los replicones pueden tener diversas longitudes, pero tipicamente tienen una longitud de 5000-25000
nucledtidos, por ejemplo. 8000-15000 nucledtidos, o 9000-12000 nucleodtidos.

Tipicamente los replicones son de cadena sencilla. Los ARN de cadena sencilla generalmente pueden iniciar un
efecto adyuvante mediante la union a TLR7, TLRS, helicasas de ARN y/o PKR. EI ARN administrado en forma de
doble cadena (ARNdc) se puede unir a TLR3, y este receptor también puede ser activado por el ARNdc que se
forma durante la replicacién de un ARN de cadena sencilla o dentro de la estructura secundaria de un ARN de
cadena sencilla.

El replicon se puede preparar convenientemente mediante transcripcion in vitro (IVT). La IVT puede utilizar
plantilla (ADNc) creado y propagado en forma de plasmido en bacterias, o creado sintéticamente (por ejemplo,
mediante procedimientos de ingenieria de sintesis de genes y/o reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)).
Por ejemplo, se puede utilizar una ARN polimerasa dependiente de ADN (como el bacteriéfago T7, T3 o SP6
ARN polimerasas) para transcribir el replicon de una plantila de ADN. Se pueden utilizar las funciones
apropiadas de tapado y la adicién de poli-A segun se requiera (aunque el replicon de poli-A generalmente se
codifica dentro dla plantilla de ADN). Estas ARN polimerasas pueden tener requerimientos estrictos para los
nucledtidos transcritos 5 y, en algunas realizaciones, estos requerimientos deben coincidir con los
requerimientos de la replicasa codificada, para garantizar que el ARN transcrito con IVT pueda funcionar de
manera eficiente como un sustrato para su replicasa auto-codificada.

Como se discute en USSN 61/223,347 (y en una solicitud de patente internacional presentada el 6 de julio de
2010 que reivindica la prioridad de las mismas), el replicon puede incluir (ademas de cualquier estructura de tapa
en 5’) uno o mas nucledtidos que tengan una nucleobase modificada. Por lo tanto, el replicon puede comprender
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m5C (5-metilcitidina), m5U (5-metiluridina), m6A (N6-metiladenosina), s2U (2-tiouridina), Um (2'-O-metiluridina),
m1A (1-metiladenosina) ); m2A (2-metiladenosina); Am (2'-O-metiladenosina); ms2m6A (2-metiltio-N6-
metiladenosina); i6A (N6-isopenteniladenosina); ms2i6A (2-metiltio-N6isopenteniladenosina); i06A (N6- (cis-
hidroxiisopentenil) adenosina); ms2i06A (2-metiltio-N6- (cis-hidroxi-pentenil) adenosina); g6A (N6-
glicinilcarbamoiladenosina); t6A (N6-treonil carbamoiladenosina); ms2t6A (2-metiltio-N6-treonil
carbamoiladenosina); m6t6A (N6-metil-N6-treonilcarbamoiladenosina); hn6A (N6.-hidroxinorvalilcarbamoil
adenosina); ms2hn6A (2-metiltio-N6-hidroxinorvalil carbamoiladenosina); Ar (p) (2'-O-ribosiladenosina (fosfato)); |
(inosina); m11 (1-metilinosina); m'Im (1,2'-O-dimetilinosina); m3C (3-metilcitidina); Cm (2T-O-metilcitidina); s2C
(2-tiocitidina); ac4C  (N4-acetilcitidina); f5C  (5-fonilcitidina); m5Cm  (5,2-O-dimetilcitidina); ac4Cm
(N4acetil2TOmetilcitidina); k2C (lisidina); m1G (1-metilguanosina); m2G (N2-metilguanosina); m7G (7-
metilguanosina); Gm (2'-O-metilguanosina); m22G (N2, N2-dimetilguanosina); m2Gm (N2,2'-O-dimetilguanosina);
m22Gm (N2, N2,2'-O-trimetilguanosina); Gr (p) (2'-O-ribosilguanosina (fosfato)); yW (wybutosina); o2yW
(peroxywybutosina); OHyW (hidroxibutosina); OHyW = (hidroxibwybutosina no modificada); imG (wyosina); mimG
(metilguanosina); Q (queuosina); oQ (epoxiqueuosina); galQ (galtactosil-queuosina); manQ (manosil-queuosina);
preQo (7-ciano-7-desazaguanosina); preQi (7-aminometil-7-deazaguanosina); G (arcaeosina); D (dihidrouridina);
m5Um (5,2'-O-dimetiluridina); s4U (4-tiouridina); m5s2U (5-metil-2-tiouridina); s2Um (2-tio-2'-O-metiluridina);
acp3U (3- (3-amino-3-carboxipropil) uridina); ho5U (5-hidroxiuridina); mo5U (5-metoxiuridina); cmo5U (uridina 5-
acido oxiacético); mcmo5U (éster metilico del acido 5-oxiacético de uridina); chm5U (5- (carboxihidroximetil)
uridina)); mchm5U (éster metilico de 5- (carboxihidroximetil) uridina); mecm5U (5-metoxicarbonil metiluridina);
mcm5Um  (S-metoxicarbonilmetil-2-O-metiluricina); mcm5s2U  (5-metoxicarbonilmetil-2-tiouridina); nm5s2U (5-
aminometil-2-tiouridina); mnm5U  (5-metilaminometiluridina); mnm5s2U  (5-metilaminometil-2-tiouridina);
mnm5se2U (5-metil-aminometil-2-selenouridina); ncm5U (5-carbamoilmetil uridina); ncm5Um (5-carbamoilmetil-
2'-O-metiluridina); cmnm5U  (5-carboximetilaminometiluridina); cnmm5Um  (5-carboximetilaminometil-2-L-
ometiluridina); cmnm5s2U (5-carboximetilaminometil-2-tiouridina); m62A (N6, N6-dimetiladenosina); Tm (2'-O-
metilinosina); m4C (N4-metilcitidina); m4Cm (N4,2-O-dimetilcitidina); hm5C (5-hidroximetilcitidina); m3U (3-
metiluridina); cm5U (5-carboximetiluridina); m6Am (N6, T-O-dimetiladenosina); rn62Am (N6, N6, O-2-
trimetiladenosina); m2'7G (N2,7-dimetilguanosina); m2'2'7G (N2, N2,7-trimetilguanosina); m3Um (3,2T-O-
dimetiluridina); m5D (5-metildihidrouridina); f5Cm (5-formil-2'-O-metilcitidina); m1Gm (1,2'-O-dimetilguanosina);
m’Am (1,2-0-dimetil adenosina) irinometiluridina); tm5s2U (S-taurinometil-2-tiouridina)); imG-14 (4-demetil
guanosina); imG2 (isoguanosina); o acb6A (N6-acetiladenosina), hipoxantina, inosina, 8-oxo-adenina, sus
derivados 7-sustituidos, dihidrouracilo, pseudouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-aminouracilo, 5- (C1-C6) -
alquiluracilo, 5-metiluracilo, 5- (C2-C6)-alqueniluracilo, 5- (C2-C6)-alquiniluracilo, 5- (hidroximetil) uracilo, 5-
clorouracilo, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-hidroxicitosina, 5- ( C1-C6)-alquilcitosina, 5-metilcitosina, 5- (C2-
C6) -alquenilcitosina, 5- (C2-C6) alquinilcitosina, 5-clorocitosina, 5-fluoro-citosina, 5-bromocitosina, N2-
dimetilguanina, 7-deazaguanina, 8-azaguanina, 7-deaza-7-guanina sustituida, 7-deaza-7- (C2-C6)
alquinilguanina, 7-deaza-8 sustituida guanina, 8-hidroxi guanina, 6-tioguanina, 8-oxoguanina, 2-aminopurina, 2-
amino-6-cloropurina, 2,4-diaminopurina, 2,6-diaminopurina, 8-azapurina, 7-deazapurina sustituida, 7-deaza-7-
purina sustituida, 7-deaza. Purina 8-sustituida, o un nucleétido abasico. Por ejemplo, un replicén puede incluir
una o mas nucleobases de pirimidina, como los residuos de pseudouridina y/o 5-metilcitosina. Sin embargo, en
algunas realizaciones, el replicon no incluye nucleobases maodificadas, y puede incluir nucleétidos no
modificados, es decir, todos los nucledtidos en el ARN son ribonucledtidos estandar A, C, G y U (excepto por
cualquier estructura de tapa 5, que puede incluir una 7’-metilguanosina). En otras realizaciones, el replicon
puede incluir una tapa en 5 Que comprende una 7’-metilguanosina, y los primeros 1, 2 o 3 ribonucleétidos en 5’
pueden estar metilados en la posicién 2’ de la ribosa.

En ciertas realizaciones, la cantidad del replicon de ARN en las composiciones de particulas de la presente
divulgacion puede tener un intervalo de 0,01 % a 1 % (por ejemplo, de 0,01 % a 0,025 % a 0,05 % a 1 %) con
respecto al peso del polimero biodegradable dentro de la composicién, entre otros valores. La cantidad precisa
generalmente va a depender de la proporcion de N:P que se seleccione y de la carga de surfactante catiénico en
las particulas.

En ciertas realizaciones, la cantidad del replicon de ARN en las composiciones de particulas de la presente
divulgacion esta dictada por la cantidad de tensioactivo catiénico en la composicion. Esto puede expresarse
como la "proporcion N:P" que se define en el presente documento como la proporcién del nimero de moles de
nitrégeno catiénico en el tensioactivo catiénico y el nimero de moles de fosfato aniénico en el replicon de ARN.

Por ejemplo, la proporcién N:P empleada en las composiciones de la divulgacion puede variar de 100:1 a 1:100,
entre otros valores, por ejemplo, de 100:1 a 80:1 a 60:1 a 50:1 a 40:1 a 30:1 a 25:1 a 20:1 a 15:1 a 12,5:1 a 10:1
a81a6:1ab51a41a3:1a251a2:1a151a1251a1:1a1:1,25a1:2a125a1:3a14a15a16a18
a110a1:12,5a1:15a1:20a1:25a1:30a 1:40 a 1:50 a 1:60 a 1:80 a 1:100.

3. Antigenos

Las composiciones de particulas de acuerdo con la divulgacion incluyen moléculas de ARN autorreplicantes que
codifican para un antigeno. Después de la administracion de las particulas, el antigeno se traduce in vivo y
puede ocasionar una respuesta inmune en el receptor. El antigeno puede ocasionar una respuesta inmune
contra una bacteria, un virus, un hongo o un parasito (o, en algunas realizaciones, contra un alérgeno, y en otras
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realizaciones contra un antigeno tumoral). La respuesta inmune puede comprender una respuesta de
anticuerpos (que usualmente incluye a IgG) y/o una respuesta inmune mediada por células. El antigeno
tipicamente va a ocasionar una respuesta inmune que reconoce al correspondiente polipéptido bacteriano, viral,
fungico o de un parasito (o alergénico o tumor), pero en algunas realizaciones el antigeno puede actuar como un
mim&opo para provocar una respuesta inmune que reconoce a un sacarido de bacteria, viral, fiUngico o de
parasito. El antigeno tipicamente sera un polipéptido de superficie, por ejemplo, una adhesina, una
hemaglutinina, una glicoproteina envuelta, una glicoproteina de espiga, etc..

Las moléculas de ARN autorreplicantes pueden codificar a un uUnico antigeno o a multiples antigenos. Los
antigenos multiples pueden presentarse como un Unico antigeno polipeptidico (polipéptido de fusién) o como
polipéptidos separados. Si los antigenos se expresan como polipéptidos separados, entonces uno o mas de
estos pueden proporcionarse con un IRES rio arriba o un elemento promotor viral adicional. Alternativamente,
pueden expresarse multiples antigenos a partir de una poliproteina que codifica para antigenos individuales
fusionados a una proteasa autocatalitica corta (por ejemplo, proteina 2A del virus de la fiebre aftosa) o como
inteinas.

Los antigenos producidos por moléculas de ARN autorreplicantes en las composiciones de la divulgacion
incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de los antigenos que se exponen a continuacion, y antigenos derivados
de uno o mas de los patdégenos y tumores que se exponen a continuacion.

En ciertas realizaciones, ademas de las moléculas de ARN autorreplicantes que expresan antigenos, las
composiciones de la divulgacion pueden comprender ademas antigenos per se (por ejemplo, antigenos
proteicos, antigenos de polisacaridos, antigenos conjugados proteina-polisacaridos, etc.), por ejemplo, uno o
mas de los antigenos establecidos a continuacion, y antigenos derivados de uno o mas de los patdégenos y de
los tumores expuestos a continuacion. Donde se incluyen los antigenos per se, las proporciones tipicas
peso/peso de antigeno a polimero(s) en las composiciones de la presente divulgacion varian de 00005:1 a 10:1
en peso, entre otras posibilidades, por ejemplo, que van de ,00005:1 a 0,10:1 (por ejemplo, que va de 00005:1 a
0,001:1 a 0,0025:1 a 0,005:1 a 0,01:1 a 0,025:1 a 0,05:1 a 0,10:1), mas tipicamente desde 0,001:1 a 0,05:1.

Antigenos Virales

Los antigenos virales apropiados para su uso en la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a, proteinas
y péptidos de un virus. En algunas realizaciones, el antigeno ocasiona una respuesta inmune contra uno de
estos virus:

Orthomyxovirus: Los agentes virales incluyen pero no se limitan a, aquellos del virus de la influenza A, B o C,
tales como las proteinas hemaglutinina, neuraminidasa o matriz M2. Cuando el inmunégeno es un virus de la
influenza A, la hemaglutinina puede ser de cualquier subtipo, por ejemplo, H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8,
H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 or H16.

Virus Paramyxoviridae: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados de virus
Paramyxoviridae, tales como los derivados de neumovirus (por ejemplo, virus respiratorio sincital, RSV),
Rubulavirus (por ejemplo, el virus de paperas), Paramyxovirus (por ejemplo, el virus de la parainfluenza)
Metapneumovirus y Morbilivirus (por ejemplo, sarampién).

Neumovirus: agentes virales que incluyen pero no estan limitados a aquellos derivados de un neumovirus,
como el virus sincital respiratorio (VSR), el virus sincital bovino, el virus de la neumonia en ratones y el virus
de la rinotraqueitis de Turquia. En ciertas realizaciones, los antigenos de neumovirus se seleccionan de una
o0 mas de las siguientes proteinas, incluidas las proteinas de superficie Fusion (F), la glicoproteina (G) y la
proteina hidrofébica pequefia (SH), las proteinas de la matriz M 'y M2, las proteinas nucleocapsidas N, Py L
y las proteinas no estructurales NS1 y NS2. En otras realizaciones, los antigenos de neumovirus incluyen F,
G y M. En ciertas realizaciones, los antigenos de neumovirus también se derivan de virus quiméricos, tales
como, a modo de ejemplo solamente, virus quiméricos RSV/PIV que comprenden componentes tanto de
RSV como de PIV.

Paramixovirus: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados de un Paramixovirus, como
los virus de parainfluenza tipos 1-4 (PIV), paperas, virus de Sendai, virus Simian 5, virus de parainfluenza en
bovinos, Nipahvirus, Henvipavirus y el virus de la enfermedad de Newcastle. En ciertas realizaciones, el
Paramixovirus es PIV o paperas. En ciertas realizaciones, los antigenos de paramixovirus se seleccionan de
una o mas de las siguientes proteinas: hemaglutinina-neuraminidasa (HN), proteinas de fusién F1 y F2,
nucleoproteina (NP), fosfoproteina (P), proteina grande (L) y proteina de matriz (M). En otras realizaciones,
las proteinas de paramixovirus incluyen HN, F1 y F2. En ciertas realizaciones, los antigenos de
paramixovirus se derivan de virus quiméricos, tales como, a modo de ejemplo solamente, virus quiméricos
RSV/PIV que comprenden componentes tanto de RSV como de PIV. En otras realizaciones, el
Paramixovirus es Nipahvirus o Henipavirus y los antigenos se seleccionan de una o mas de las siguientes
proteinas: proteina de fusion (F), proteina de glicoproteina (G), proteina de matriz (M), proteina de
nucleocapside (N), proteina grande (L) proteina y fosfoproteina (P).
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Poxviridae: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de Orthopoxvirus como
Variola vera, incluidos, entre otros, Variola majory Variola minor.

Metapneumovirus: los antigenos virales incluyen, pero no estan limitados a, Metapneumovirus, como el
metapneumovirus humano (hMPV) y los metapneumovirus aviares (aMPV). En ciertas realizaciones, los
antigenos de metaneumovirus se seleccionan de una o mas de las siguientes proteinas, incluidas las
proteinas de superficie Fusion (F), glicoproteinas (G) y proteinas hidrofébicas pequefias (SH), las proteinas
de matriz M y M2, las proteinas de nucleocapsides N, P y L. En otras realizaciones, los antigenos de
metapneumovirus incluyen F, G y M. En ciertas realizaciones, los antigenos de metapneumovirus se derivan
de virus quiméricos.

Morbillivirus: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados de un Morbillivirus, como el
sarampion. En ciertas realizaciones, los antigenos de morbilivirus se seleccionan de una o mas de las
siguientes proteinas: hemaglutinina (H), glicoproteina (G), factor de fusion (F), proteina grande (L),
nucleoproteina (NP), fosfatasa polimerasa (P) y Matriz (M).

Picornavirus: los antigenos virales incluyen, entre otros, los derivados de los Picornavirus, como los
Enterovirus, Rinovirus, Heparnavirus, Parechovirus, Cardiovirus y Afftovirus. En ciertas realizaciones, los
antigenos se derivan de Enterovirus, mientras que en otras realizaciones el enterovirus es Poliovirus. En
otras realizaciones mas, los antigenos se derivan de los Rinovirus.

Enterovirus: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de un Enterovirus, como
los tipos Poliovirus 1, 2 o 3, los virus de Coxsackie A de 1 a 22 y 24, los virus de Coxsackie B de 1 a 6, el
Echovirus (ECHO) virus) tipos 1 a 9, 11 a 27 y 29 a 34 y Enterovirus 68 a 71. En ciertas realizaciones, los
antigenos del enterovirus se seleccionan de una o mas de las siguientes proteinas de la capsida VPO, VP1,
VP2, VP3 y VP4. En otra realizacion, el enterovirus es un enterovirus EV71. En otra realizacion, el
enterovirus es un virus Coxsackie A o B.

Bunyavirus: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de un Orthobunyavirus,
como el virus de la encefalitis de California, un Flebovirus, como el virus de la fiebre del valle de Rift, o
Nairovirus, tales como el virus de la fiebre hemorragica de Crimea-Congo.

Rinovirus: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados del rinovirus. En ciertas
realizaciones, los antigenos de rinovirus se seleccionan de una o mas de las siguientes proteinas de la
capside: VPO, VP1, VP2, VP2 y VP4.

Heparnavirus: los antigenos virals incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de un heparnavirus,
como, a manera de ejemplo, el virus de la hepatitis A (VHA).

Filovirus: los inmundgenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados de un filovirus, como el virus
del Ebola (incluido virus del ébola Zaire, Costa de Marfil, Reston o Sudan) o el virus de Marburg.

Togavirus: los antigenos viricos incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de un Togavirus, como un
Rubivirus, un Alphavirus o un Arterivirus. En ciertas realizaciones, los antigenos se derivan de Rubivirus, tal
como a modo de ejemplo solamente, el virus de la rubéola. En ciertas realizaciones, los antigenos de
togavirus se seleccionan de E1, E2, E3, C, NSP-1, NSPO-2, NSP-3 o NSP-4. En ciertas realizaciones, se
seleccionan los antigenos de togavirus.

Flavivirus: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a aquellos derivados de un Flavivirus, como el
virus de la encefalitis transmitida por garrapatas (TBE), el virus del dengue (tipo 1, 2, 3 0 4), el virus de la
fiebre amarilla y la encefalitis japonesa, virus de la encefalitis Japonesa, virus del bosque de Kyasanur, virus
de la encefalitis del Nilo occidental, virus de la encefalitis de St. Louis, virus de la encefalitis de primavera-
verano ruso, virus de la encefalitis de Powassan. En ciertas realizaciones, los antigenos de flavivirus se
seleccionan de PrM, M, C, E, NS-1, NS-2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5. En ciertas realizaciones, los
antigenos de flavivirus se seleccionan de PrM, My E.

Pestivirus: los antigenos virales incluyen, entre otros, los derivados de Pestivirus, como la diarrea viral
bovina (BVDV), la peste porcina clasica (CSFV) o la enfermedad de Border (BDV).

Hepadnavirus: los antigenos viricos incluyen, pero no estan limitados a los derivados de un virus
Hepadnavirus, como el virus de la hepatitis B. En ciertas realizaciones, los antigenos de hepadnavirus se
seleccionan de antigenos de superficie (L, M y S), antigenos de ntcleo (HBc, HBe).

Virus de la hepatitis C: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados de un virus de la
hepatitis C (VHC). En ciertas realizaciones, los antigenos de HCV se seleccionan de uno o mas de E1, E2,
E1/E2, poliproteina NS345, poliproteina NS 345, nucleo y/o péptidos de las regiones no estructurales. En
ciertas realizaciones, los antigenos del virus de la hepatitis C incluyen uno o mas de los siguientes: proteinas
E1 y E2 del VHC, complejos de heterodimeros E1/E2, proteinas del nucleo y proteinas no estructurales, o
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fragmentos de estos antigenos, en el presente documento las proteinas no estructurales se pueden
modificar para eliminar la actividad enzimatica, pero mantener la inmunogenicidad. Rhabdovirus: los
antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados de un Rhabdovirus, como Lyssavirus (virus de
la rabia) y Vesiculovirus (VSV). Los antigenos de Rabdovirus pueden seleccionarse de glicoproteina (G),
nucleoproteina (N), proteina grande (L), proteinas no estructurales (NS).

Caliciviridae; Los antigenos virale incluyen, pero no se limitan a, los derivados de Calciviridae, como el virus
de Norwalk, y los virus similares a Norwalk, como el Virus de Hawai y el Virus de la Montafia Nevada.

Coronavirus: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados de Coronavirus, SARS,
coronavirus respiratorio humano, bronquitis infecciosa aviar (IBV), virus de la hepatitis del raton (MHV) y
virus de la troenteritis de gas transmisible porcino (TGEV) . En ciertas realizaciones, los antigenos de
coronavirus se seleccionan de espiga (S), envoltura (E), matriz (M), nucleocapside (N) y glucoproteina de
hemaglutinina-esterasa (HE). En ciertas realizaciones, el antigeno de coronovirus se deriva de un virus
SARS. En ciertas realizaciones, el coronavirus se deriva de un antigeno viral de SARS como se describe en
WO 04/92360.

Retrovirus: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados de un Retrovirus, como un
Oncovirus, un Lentivirus o un Espumavirus. En ciertas realizaciones, los antigenos de oncovirus se derivan
de HTLV-1, HTLV-2 o HTLV-5. En ciertas realizaciones, los antigenos de lentivirus se derivan de VIH-1 o
VIH-2. En ciertas realizaciones, los antigenos se derivan de los subtipos (o clados) del VIH-1, incluidos, entre
otros, los subtipos (o clados) del VIH-1 A, B, C, D, F, G, H, J. K, O. En otras realizaciones, los antigenos se
derivan de formas recombinantes circulantes (CRF) del VIH-1, que incluyen, pero no se limitan a, A/B, A/E,
A/G, AIG/I, etc.. En ciertas realizaciones, los antigenos de retrovirus se seleccionan de gag, pol, env, tax, tat,
rex, rev, nef, vif, vpu y vpr. En ciertas realizaciones, los antigenos de VIH se seleccionan de gag (p24gag y
p55gag), env (gp160 y gp41), pol, tat, nef, rev vpu, miniproteinas, (preferiblemente p55 gag y gp140v
delecion). En ciertas realizaciones, los antigenos de VIH se derivan de una o mas de las siguientes cepas:
V|H|||b, V|HSF2, V|H|_Av, V|H|_A|, V|H|V|N, V|H-1C|v|235, VIH-1 US4, V|H-1SF152, HTV-1Tv1, VIH'1MJ4,. En ciertas
realizaciones, los antigenos se derivan de retrovirus humanos endégenos, que incluyen, pero no se limitan a,
HERV-K (HERV-K "antiguo" y HERV-K “nuevo”).

Reovirus: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados de un Reovirus, como un
Orthoreovirus, un Rotavirus, un Orbivirus o un Coltivirus. En ciertas realizaciones, los antigenos de reovirus
se seleccionan de proteinas estructurales A1, A2, A3, p1, y2, o 1, 62 o 03, o proteinas no estructurales oNS,
mNS o o1s. En ciertas realizaciones, los antigenos de reovirus se derivan de un Rotavirus. En ciertas
realizaciones, los antigenos del rotavirus se seleccionan entre VP1, VP2, VP3, VP4 (o el producto escindido
VP5 y VP8), NSP 1, VP6, NSP3, NSP2, VP7, NSP4 o NSP5. En ciertas realizaciones, los antigenos del
rotavirus incluyen VP4 (o el producto VP5 y VP8 escindido) y VP7.

Parvovirus: los antigenos viricos incluyen, pero no se limitan a, los derivados de Bocavirus y Parvovirus,
como el Parvovirus B19. En ciertas realizaciones, los antigenos de Parvovirus se seleccionan entre VP-1,
VP-2, VP-3, NS-1 y NS-2. En ciertas realizaciones, el antigeno de Parvovirus es la proteina de capside VP1
o VP-2.

Virus de la hepatitis delta (HDV): los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados del HDV,
particularmente el antigeno-6 de HDV.

Virus de la hepatitis E (HEV): los antigenos virales incluyen pero no se limitan a, los derivados de HEV.
Virus de la hepatitis G (HGV): los antigenos virales incluyen pero no se limitan a, los derivados de HGV.

Herpesvirus humano: los antigenos viricos incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de un
Herpesvirus Humano, como, a manera de ejemplo, virus de herpes simplex (HSV), virus Varicella-zoster
(VZV), virus de Epstein-Barr (EBV) ), Citomegalovirus (CMV), Herpesvirus humano 6 (HHV6), Herpesvirus
humano 7 (HHV7) y Herpesvirus humano 8 (HHV8). En ciertas realizaciones, los antigenos del Herpesvirus
humano se seleccionan entre proteinas tempranas inmediatas (a), proteinas tempranas () y proteinas
tardias (y). En ciertas realizaciones, los antigenos de HSV se derivan de cepas de HSV-1 o HSV-2. En
ciertas realizaciones, los antigenos de HSV se seleccionan de las glicoproteinas gB, gC, gD y gH, proteina
de fusioén (gB) o proteinas de escape inmune (gC, gE o gl). En ciertas realizaciones, los antigenos de VZV se
seleccionan de proteinas de nucleo, nucleocapside, tegumento o envoltura. En ciertas realizaciones, los
antigenos de EBV se seleccionan de proteinas del antigeno (EA) temprano, antigeno de la capside viral
(VCA) y glicoproteinas del antigeno de membrana (MA). En ciertas realizaciones, los antigenos de CMV se
seleccionan de proteinas de la capside, glicoproteinas de la envoltura (tales como gB y gH) y proteinas del
tegumento. En otras realizaciones, los antigenos de CMV se pueden seleccionar de una o mas de las
siguientes proteinas: pp65, IE1, gB, gD, gH, gL, gM, gN, gO, UL128, UL129, gUL130, UL150, UL131, UL33,
UL78, US27, US28, RL5A, RL6, RL10, RL11, RL12, RL13, UL1, UL2, UL4, UL5, UL6, UL8, UL9, UL10,
UL11, UL14, UL15A, UL16, UL17, UL18A, UL22A, UL38, UL40, UL41A, UL42, UL116, UL119, UL120,
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UL121, UL124, UL132, UL147A, UL148, UL142, UL141, UL140, UL135, UL138, UL138, de los objetos,
UL138, UL138 US2, US3, US6, US7, US8, US9, US10, US11, US12, US13, US15, US15, US16, US17,
US18, US19, US20, US21, US29, US30 y US34A. Los antigenos de CMV también pueden ser fusiones de
una o mas proteinas de CMV, como, por ejemplo, solo pp65/IE1 (Reap et al., Vaccine (2007) 25: 7441-
7449).

Papovavirus: los antigenos incluyen, pero no se limitan a, los derivados de los Papovavirus, como los
Papilomavirus y los Poliomavirus. En ciertas realizaciones, los virus del papiloma incluyen los serotipos 1, 2,
4,5,6, 8, 11, 13, 16, 18, 31, 33, 35, 41, 42, 47, 51, 57, 58, 63 de VPH. y 65. En ciertas realizaciones, los
antigenos de VPH se derivan de los serotipos 6, 11, 16 o 18. En ciertas realizaciones, los antigenos de VPH
se seleccionan de las proteinas de la capside (L1) y (L2), o E1-E7, o fusiones de las mismas. En ciertas
realizaciones, los virus de poliomavirus incluyen al virus BK y al virus JK. En ciertas realizaciones, los
antigenos de poliomavirus se seleccionan de VP1, VP2 o VP3.

Adenovirus: Los antigenos incluyen a aquellos derivados de Adenovirus. En ciertas realizaciones, los
antigenos de Adenovirus se derivan de Adenovirus serotipo 36 (Ad-36). En ciertas realizaciones, el antigeno
se deriva de una proteina o de una secuencia peptidica que codifica para una proteina de cubierta Ad-36 o
un fragmento de la misma (WO 2007/120362).

Arenavirus: los antigenos virales incluyen, pero no se limitan a, los derivados de los Arenavirus.

Virus de peces: En algunas realizaciones, el antigeno provoca una respuesta inmune contra un virus que
infecta a los peces, tales como el virus de la anemia infecciosa del salmén (VAIS), el virus de la enfermedad
pancreatica del salmén (VEPS), el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI), el virus del canal del
pez gato (VCP), virus de la enfermedad de la linfocistis del pez (VELP), virus de la necrosis hematopoyética
infecciosa (VNHI), herpesvirus koi, virus similar al picorna del salmén (también conocido como virus similar al
picorna del salmén atlantico), virus del salmén encerrado (VSE), el rotavirus del salmoén atlantico (RSA), el
virus de la enfermedad de la fresa de trucha (ETF), el virus de tumor de salmén coho (VTSC) o el virus de la
septicemia hemorragica viral (VSHV).

Antigenos Bacterianos

Los antigenos bacterianos apropiados para la presente divulgacion incluyen, pero no se limitan a, proteinas y
péptidos de una bacteria. Los antigenos bacterianos apropiados incluyen antigenos derivados de una o mas
bacterias descritas a continuacion, asi como los ejemplos de antigenos especificos identificados a continuacion.
En algunas realizaciones, el antigeno provoca una respuesta inmune contra alguna de estas bacterias:

Neisseria meningitidis: Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, proteinas de membrana tales como
adhesinas, autotransportadores, toxinas, proteinas de adquisicion de hierro y proteinas de union al factor H.
Una combinacién de tres polipéptidos utiles se describe en Giuliani et al. (2006) Proc. Natl Acad Sci. USA
103 (29): 10834-10839.

Streptococcus pneumoniae: Los antigenos de Streptococcus pneumoniae incluyen, pero no se limitan a, los
antigenos descritos en el documento W02009/016515. Estos incluyen, pero no se limitan a, la subunidad
RrgB del pili, el precursor de beta-N-acetil-hexosaminidasa (spr0057), spr0096, proteina de estrés general
GSP-781 (spr2021, SP2216), cinasanserina/treonina StkP (SP1732), y la adhesina de superficie
neumococica PsaA.

Streptococcus pyogenes (Grupo A Streptococcus): Los antigenos del Grupo A de Streptococcus incluyen,
pero no se limitan a, una proteina identificada en WO 02/34771 o en WO 2005/032582 (incluyendo GAS 40),
fusiones de fragmentos de proteinas GAS M (incluidas las descritas en WO 02/094851, y Dale (1999)
Vaccine 17: 193-200, y Dale (1996) Vaccine 14 (10): 944-948), proteina de unién a fibronectina (Sfb1),
proteina asociada a hemo estreptocécica (Shp), y estreptolisina S (Sa-gA).

Moraxella catarrhalis: los antigenos de Moraxella incluyen, pero no se limitan a, los antigenos identificados
en WO 02/18595 y en WO 99/58562, antigenos de proteinas de membrana externa (HMW-OMP), antigeno
Cylo LPS.

Bordetella pertussis: Los antigenos de tos ferina incluyen, pero no se limitan a, la holotoxina pertussis (PT) y
hemaglutinina filamentosa (FHA) de B. pertussis, opcionalmente también en combinacién con pertactina y/o
aglutinégenos 2 y 3.

Burkholderia: Los antigenos Burkholderia incluyen, pero no se limitan a, Burkholderia mallei, Burkholderia
pseudomallei y Burkholderia cepacia.

Staphylococcus aureus: Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, antigenos derivados de proteinas de
superficie, invasinas (leucocidina, cinasas, hialuronidasa), factores de superficie que inhiben el
englobamiento fagocitico (capsula, proteina A), carotenoides, produccion de catalasa, proteina A, coagulasa,
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factor de coagulacion y/o toxinas que dafian la membrana (opcionalmente destoxificadas) que lisan las
membranas celulares eucariotas (hemolisinas, leucotoxinas, leucocidinas). En ciertas realizaciones, los
antigenos utiles pueden seleccionarse de una proteina identificada en WO 02/094868, WO 2008/019162,
WO 02/059148, WO 02/102829, WO 03/011899, WO 2005/079315, WO 02/077183, WO 99/27109, WO
01/70955, WO 00/12689, WO 00/12131, WO 2006/032475, WO 2006/032472, WO 2006/032500, WO
2007/113222, WO 2007/113223, WO 2007/113224, PCT/IB2010/000998. En otras realizaciones, los
antigenos se pueden seleccionar de IsdA, IsdB, IsdC, SdrC, SdrD, SdrE, CIfA, CIfB, SasF, SasD, SasH
(AdsA), Spa, EsaC, EsxA, EsxB, Emp, HlaH35L, hemoalisina, proteina de union a ferricromo (sta006) y/o la
lipoproteina sta011.

Staphylococcus epidermis: Los antigenos de S. epidermidis incluyen, pero no se limitan a, antigeno asociado
al limo (AAL).

Clostridium tetani (Tétanos): Los antigenos del tétanos incluyen, entre otros, el toxoide tetanico (TT).

Clostridium perfringens: Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, la toxina Epsilon de Clostridium
perfringen.

Clostridium botulinums (Botulismo): Los antigenos del botulismo incluyen, pero no se limitan a, los derivados
de C. botulinum.

Cornynebacterium diphtheriae (Difteria): Los antigenos de la difteria incluyen, pero no se limitan a, toxina de
la difteria, preferiblemente destoxificada, como CRMygy.

Haemophilus influenzae B (Hib): Los antigenos Hib incluyen, pero no se limitan a, los antigenos derivados de
Haemophilus influenzae B.

Pseudomonas aeruginosa: Los antigenos de Pseudomonas incluyen, pero no se limitan a, los derivados de
Pseudomonas aeruginosa, como la endotoxina A y la proteina Wzz.

Coxiella burnetii. Los antigenos bacterianos derivados de Coxiella burnetii.

Brucella Los antigenos bacterianos derivados de Brucella, incluyen, pero no se limitan a, B. abortus, B.
canis, B. melitensis, B. neotomae, B. ovis, B. suis y B. pinnipediae.

Francisella. Los antigenos bacterianos derivados de Francisella, incluyen, pero no se limitan a, F. novicida,
F. philomiragia y F. tularensis.

Streptococcus agalactiae (Grupo B de Streptococcus): Los antigenos del Grupo B de Streptococcus
incluyen, pero no se limitan a, un antigeno proteico identificado en WO 02/34771, WO 03/093306, WO
04/041157 o WO 2005/002619 (incluidas las proteinas GBS 80), GBS 104, GBS 276 y GBS 322).

Neiserria gonorrhoeae: Los antigenos de la gonorrea incluyen, pero no se limitan a, la proteina Por (o
porina), como PorB (véase Zhu et al., Vaccine (2004) 22: 660-669), una proteina de unién de transferencia,
como TbpA y TbpB (véase Price et al., Infect. Immun. (2004) 71 (1): 277-283), una proteina de opacidad (tal
y como Opa), una proteina modificable por reducciéon (Rmp).

Chlamydia trachomatis: Los antigenos de Chlamydia trachomatis incluyen, pero no se limitan a, los
antigenos derivados de los serotipos A, B, Ba y C (agentes del tracoma, una causa de ceguera), serotipos
L1, Lo y Ls (asociados con Lymphogranuloma venereum), y serotipos, D-K. En ciertas realizaciones, los
antigenos de tracomas de clamidia incluyen, pero no se limitan a, un antigeno identificado en los WO
00/37494, WO 03/049762, WO 03/068811 6 WO 05/002619, incluyendo PepA (CT045), LcrE (CT089) , ArtJ
(CT381), DnaK (CT396), CT398, similar a OmpH (CT242), L7/L12 (CT316), OmcA (CT444), AtosS (CT467),
CT547, Eno (CT587), HrtA (CT823) y MurG (CT761).

Treponema pallidum (Sifilis): los antigenos de la sifilis incluyen, pero no se limitan a, al antigeno TmpA.

Haemophilus ducreyi (causante de chancroide): los antigenos de Ducreyi incluyen, pero no se limitan a,
proteinas de la membrana externa (DsrA).

Enterococcus faecalis o Enterococcus faecium: los antigenos incluyen, pero no se limitan a, una repeticion
de trisacaridos u otros antigenos derivados de Enterococcus.

Helicobacter pylori. Los antigenos de H. pylori incluyen, pero no se limitan a, los antigenos Cag, Vac, Nap,
HopX, HopY y/o ureasa.

Staphylococcus saprophyticus: Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, la hemaglutinina de 160 kDa del
antigeno de S. saprophyticus.
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Los antigenos de Yersinia enterocolitica incluyen, pero no se limitan a, LPS.

E. coli: Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, los antigenos derivados de E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroaggativa (EAggEC), E. coli adherida difusamente (DAEC), E. coli enteropatégena
(EPEC), E. coli patdgena extraintestinal (EXPEC) y/o E. coli enterohemorragica (EHEC). Las cepas de
ExXPEC incluyen E. coli uropatogénica (UPEC) y E. coli asociada a meningitis/sepsis (MNEC). Los antigenos
incluyen, pero no se limitan a, el factor de colonizacion accesorio (0rf3526), orf353, proteina bacteriana del
dominio similar a Ig (grupo 1) (orf405), orf1364, transportador de eflujo de la membrana externa de la familia
NodT (of1767), gspK (orf3515), gspJ (orf3516), receptor de sideréforo dependiente de tonB (orf3597),
proteina fimbrial (orf3613), upec-948, upec-1232, un precursor de cadena de la proteina fimbrial tipo 1 (upec-
1875), homdlogo de yap H (upec-2820) y hemolisina A (recp-3768). Los antigenos polipeptidicos UPEC
utiles se describen en WO2006/091517 y W0O2008/020330. Los antigenos MNEC utiles se describen en
WO02006/089264. Un antigeno util para varios tipos de E. coli es AcfD W02009/104092.

Bacillus anthracis (antrax): Los antigenos de B. anthracis incluyen, pero no se limitan a, componentes A
(factor letal (LF) y factor de edema (EF)), los cuales pueden compartir un componente B comuin conocido
como antigeno protector (PA). En ciertas realizaciones, los antigenos de B. anthracis se destoxifican
opcionalmente.

Yersinia pestis (peste): Los antigenos de la peste incluyen, pero no se limitan a, el antigeno capsular F1,
LPS, antigeno V de Yersinia pestis.

Mycobacterium tuberculosis: Los antigenos de la tuberculosis incluyen, pero no se limitan a, lipoproteinas,
LPS, antigenos BCG, una proteina de fusion del antigeno 85B (Ag85B), ESAT-6 formulado opcionalmente
en vesiculas lipidicas catidnicas, antigenos asociados a lal isocitrato deshidrogenasa de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) y antigenos MPT51.

Rickettsia: Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, proteinas de la membrana externa, incluida la
proteina de la membrana externa A y/o B (OmpB), LPS y antigeno de proteina de superficie (APS).

Listeria monocytogenes: Los antigenos bacterianos incluyen, pero no se limitan a, aquellos derivados de
Listeria monocytogenes.

Chlamydia pneumoniae: Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, los identificados en WO 02/02606.

Vibrio cholerae: Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, los antigenos de proteinasa, LPS,
particularmente lipopolisacaridos de Vibrio cholerae I, polisacaridos O1 especificos de Inaba-O, V. cholera
0139, antigenos de la vacuna IEM108 y la toxina de Zonula occludens (Zot)

Salmonella typhi (fiebre tifoidea): Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, los derivados de Salmonella
typhi.

Borrelia burgdorferi (enfermedad de Lyme): Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, lipoproteinas (como
OspA, OspB, Osp C y Osp D), otras proteinas de la superficie como las proteinas relacionadas con OspE
(Erps), proteinas de union a la decorina (como como DbpA), y proteinas antigénicamente variables VI, como
los antigenos asociados con P39 y P13 (una proteina de integral de membrana, proteina de variacion
antigénica VIsE).

Porphyromonas gingivalis: Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, la proteina de la membrana externa
de P. gingivalis (OMP).

Klebsiella: Los antigenos incluyen, pero no se limitan a, un OMP, incluyendo a OMP A.

Antigenos Fungicos

Los antigenos fungicos pueden derivarse de Dermatophytres, incluyendo: pidermophyton floccusum,
Microsporum audouini, Microsporum canis, Microsporum distortum, Microsporum equinum, Microsporum gypsum,
Microsporum na- num, Trichophyton concentricum, Trichophyton equinum, Trichophyton gallinae, Trichophyton
gypseum, Trichophyton megnini, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton quinckeanum, Trichophyton
rubrum, Trichophyton schoenleini, Trichophyton tonsurans, Trichophyton verrucosum, T. verrucosum var. album,
var. discoides, var. ochraceum, Trichophyton violaceum, and/or Trichophyton faviforme; or from Aspergillus
fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Aspergillus terreus, Aspergillus sydowi,
Aspergillus flavatus, Aspergillus glaucus, Blastoschizomyces capitatus, Candida albicans, Candida enolase,
Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida stellatoidea, Candida kusei,
Candida parakwsei, Candida lusitaniae, Candida pseudotropicalis, Candida guilliermondi, Cladosporium carrionii,
Coccidioides immitis, Blastomyces dermatidis, Cryptococcus neoformans, Geotrichum clavatum, Histoplasma
capsulatum, Klebsiella pneumoniae, Microsporidia, Encephalitozoon spp., Septata intestinalis and
Enterocytozoon bieneusi; the less common are Brachiola spp, Microsporidium spp., Nosema spp., Pleistophora
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spp., Trachipleistophora spp., Vittaforma spp Paracoccidioides brasiliensis, Pneumocystis carinii, Pythiumn
insidiosum, Pityrosporum ovale, Sacharomyces cerevisae, Saccharomyces boulardii, Saccharomyces pombe,
Sce- dosporium apiosperum, Sporothrix schenckii, Trichosporon beigelii, Toxoplasma gondii, Penicillium
marneffei, Malas- sezia spp., Fonsecaea spp., Wangiella spp., Sporothrix spp., Basidiobolus spp., Conidiobolus
spp., Rhizopus spp, Mucor spp, Absidia spp, Mortierella spp, Cunninghamella spp, Saksenaea spp., Alternaria
spp, Curvularia spp, Helminthospo- rium spp, Fusarium spp, Aspergillus spp, Penicillium spp, Monolinia spp,
Rhizoctonia spp, Paecilomyces spp, Pithomyces spp, and Cladosporium spp.

Antigenos/Patégenos de Protozoarios

Los antigenos/Patogenos de protozoarios para el uso en el presente documento, incluyen, pero no se limitan a,
aquellos derivados de uno o mas de los siguientes protozoarios: Entamoeba histolytica, Giardia lambli,
Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayatanensis y Toxoplasma.

Antigenos/Patégenos de Plantas

Los antigenos/Patégenos de plantas para el uso en el presente documento, incluyen, pero no se limitan a,
aquellos derivados de Ricinus communis.

Antigenos Tumorales

En ciertas realizaciones, se utiliza un antigeno tumoral, o un antigeno de cancer,

en la divulgacion. En ciertas realizaciones, los antigenos tumorales son antigenos tumorales que contienen
péptidos, tales como un antigeno tumoral polipeptidico o antigenos tumorales de glicoproteina.

Los antigenos tumorales apropiados para el uso en el presente documento abarcan una amplia variedad de
moléculas, tales como (a) antigenos tumorales que contienen polipéptidos, (que pueden variar, por ejemplo, de 8
a 20 aminoacidos de longitud, aunque longitudes fuera de este intervalo también son comunes)), lipopolipéptidos
y glicoproteinas.

En ciertas realizaciones, los antigenos tumorales son, por ejemplo, (a) moléculas de longitud completa asociadas
con células cancerigenas, (b) homdlogos y formas modificadas de las mismas, incluidas moléculas con
porciones eliminadas, agregadas y/o sustituidas, y (c) fragmentos de los mismos. Los antigenos tumorales
incluyen, por ejemplo, antigenos restringidos de clase | reconocidos por linfocitos CD8+ o antigenos restringidos
de clase Il reconocidos por linfocitos CD4+.

En ciertas realizaciones, los antigenos tumorales incluyen, pero no se limitan a, (a) antigenos de cancer de
testiculo tales como los polipéptidos NY-ESO-1, SSX2, SCP1 asi como las familias de polipéptidos RAGE,
BAGE, GAGE y MAGE, por ejemplo , GAGE-1, GAGE-2, MAGE-1, MAGE-2, MAGE-3, MAGE-4, MAGE-5,
MAGE-6 y MAGE-12 (que se pueden utilizar, por ejemplo, para tratar el melanoma, y tumoraciéon en pulmén,
cabeza y cuello, CPCNP, mama, gastrointestinal y vejiga), (b) antigenos mutados, por ejemplo, p53 (asociado
con varios tumores solidos, por ejemplo, cancer colorrectal de pulmén, y de cabeza y cuello), p21/Ras (asociado
con, por ejemplo, melanoma, cancer de pancreas y cancer colorrectal), CDK4 (asociado con, por ejemplo,
melanoma), MUM1 (asociado con, por ejemplo, melanoma), caspasa-8 (asociado con, por ejemplo, cancer de
cabeza y cuello), CIA 0205 (asociado con, por ejemplo, cancer de vejiga), HLA-A2-R1701, beta catenina
(asociado con, por ejemplo, melanoma), TCR (asociado con, por ejemplo, linfoma no Hodgkin de células T),
BCR-abl (asociado con, por ejemplo, leucemia mielégena crénica), triosafosfato isomerasa, KIA 0205, CDC-27 y
LDLR-FUT, (c) antigenos sobreexpresados, por ejemplo, Galectina 4 (asociada con, por ejemplo, cancer
colorrectal), Galectina 9 (asociada con, por ejemplo, enfermedad de Hodgkin), proteinasa 3 (asociada con, por
ejemplo, leucemia mielégena crénica), WT 1 (asociada con, por ejemplo, varias leucemias), anhidrasa carbénica
(asociada con, por ejemplo, cancer renal), aldolasa A (asociada con, por ejemplo, cancer de pulmén), PRAME
(asociado con, por ejemplo, melanoma), HER-2/neu (asociado con, por ejemplo, cancer de mama, colon, pulmon
y ovario), alfa-fetoproteina (asociado con, por ejemplo, hepatoma), KSA (asociado con, por ejemplo, cancer
colorectal), gastrina (asociada con, por ejemplo, cancer pancreatico y gastrico), proteina catalitica de telomerasa,
MUC-1 (asociada con, por ejemplo, cancer de mama y de ovario), G-250 (asociada con, por ejemplo, carcinoma
de células renales), p53 (asociado con, por ejemplo, cancer de mama y cancer de colon) y antigeno
carcinoembrionario (asociado con, por ejemplo, cancer de mama, cancer de pulmoén y cancer del tracto
gastrointestinal como el cancer colorrectal), (d) antigenos compartidos, por ejemplo, antigenos de diferenciacion
melanoma-melanocito tales como MART-1/Melan A, gp100, MC1R, receptor de hormona estimulante de
melanocitos, tirosinasa, proteina relacionada con la tirosinasa-1/TRP1 y proteina relacionada con la tirosinasa-
2/TRP2 (asociada con, por ejemplo, melanoma), (e) antigenos asociados a la prostata, tales como PAP, PSA,
PSMA, PSH-P1, PSM-P1, PSM-P2, asociada con, por ejemplo, cancer de prostata, (f) idiotipos de
inmunoglobulina (por ejemplo, asociados con mieloma y linfomas de células B).

En ciertas realizaciones, los antigenos tumorales incluyen, pero no se limitan a, p15, Hom/Mel-40, H-Ras, E2A-
PRL, H4-RET, IGH-IGK, MYL-RAR, antigenos del virus de Epstein Barr, EBNA, antigenos del virus del papiloma
humano (VPH), incluidos los antigenos E6 y E7, antigenos virales de la hepatitis B y C, antigenos del virus
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linfotrépico humano de células T, TSP-180, p185erbB2, p180erbB- 3, c-met, mn-23H1, TAG-72 -4, CA 19-9, CA
72-4, CAM 17.1, NuMa, K-ras, p16, TAGE, PSCA, CT7, 43-9F, 5T4, 791 Tgp72, beta-HCG, BCA225, BTAA, CA
125, CA 15-3 (CA 27,29 \ BCAA), CA 195, CA 242, CA-50, CAM43, CD68 \ KP1, CO-029, FGF-5, Ga733
(EpCAM), HTgp-175, M344, MA-50, MG7-Ag, MOV18, NB/70K, NY-CO-1, RCAS1, SDCCAG16, TA-90 (proteina
de unién a Mac-2/proteina asociada a ciclofilina C), TAAL6, TAG72, TLP, TPS y similares.

Antigenos de Parasitos

En algunas realizaciones, el antigeno ocasiona una respuesta inmune contra un parasito del género
Plasmodium, tal y como P.falciparum, P.vivax, P.malariae o P.ovale. Por lo tanto, la divulgacion se puede utilizar
para inmunizar contra la malaria.

Alérgenos

En algunas realizaciones, el antigeno ocasiona una respuesta inmune contra: alérgenos de polen (alérgenos de
arboles, hierbas, malezas y polen); alérgenos de insectos o aracnidos (alérgenos de inhalantes, saliva y veneno,
por ejemplo, alérgenos de acaros, alérgenos de cucarachas y mosquitos, alérgenos del veneno de
himenopteros); alérgenos del cabello y la caspa de animales (por ejemplo, de perros, gatos, caballos, ratas,
ratones, etc.); y alérgenos en los alimentos (por ejemplo, una gliadina). Los alérgenos polinicos importantes de
arboles, pastos y hierbas son originarios de las o6rdenes taxonémicas de Fagales, Oleales, Pinales vy
platanaceae, que incluyen, pero no se limitan a, abedul (Betula), aliso (Alnus), avellana (Corylus), carpe
(Carpinus) y olivo (Olea), cedro (Cryptomeria y Juniperus), arbol plano (Platanus), del orden de Poales, que
incluye pastos de los géneros Lolium, Phleum, Poa, Cynodon, Dactylis, Holcus, Phalaris, Secale y Sorghum,
Ordenes de Asterales y Urticales, incluidas hierbas de los géneros Ambrosia, Artemisia y Parietaria. Otros
alérgenos por inhalacion importantes son los de los acaros del polvo doméstico del género Dermatophagoides y
Euroglyphus, acaros de almacenamiento, por ejemplo, Lepidoglyphys, Glycyphagus y Tyrophagus, los de
cucarachas, mosquitos y pulgas, por ejemplo, Blatella, Periplaneta, Chironomus y Ctenocepphalide, y aquellos
de mamiferos como gatos, perros y caballos, alérgenos de veneno, incluidos los originados por insectos que
pican o muerden, como los del orden taxondmico Hymenoptera, incluidas las abejas (Apidae), avispas
(Vespidea), y hormigas (formicoidae).

Es claramente evidente que la presente divulgacion se puede utilizar para generar anticuerpos contra una gran
cantidad de antigenos con fines de diagndstico e inmunopurificacion, asi como para prevenir o tratar una amplia
variedad de enfermedades.

4. Adyuvantes Inmunoldgicos

Como se indicoé previamente, las composiciones inmunogénicas de acuerdo con la divulgacion pueden incluir
uno o mas adyuvantes inmunoldgicos opcionales. Los adyuvantes inmunoldgicos para su uso con la divulgacion
incluyen, pero no se limitan a, uno o mas de los siguientes que se exponen a continuacion:

1.1.1 A. Composiciones que contienen minerales

Las composiciones que contienen minerales apropiadas para el uso de adyuvantes inmunoldgicos incluyen sales
minerales, tales como sales de aluminio o sales de calcio. La divulgacion incluye sales minerales tales como
hidréxidos (por ejemplo, oxihidroxidos), fosfatos (por ejemplo, hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc.. (véase,
por ejemplo, Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach (Powell, M.F. and Newman, M.J. eds.) (New
York: Plenum Press) 1995, Capitulos 8 y 9) (Nueva York: Plenum Press) 1995, Capitulos 8 y 9), o mezclas de
diferentes compuestos minerales (por ejemplo, la mezcla de un fosfato y un adyuvante de hidroxido,
opcionalmente con un exceso del fosfato), con los compuestos tomando cualquier forma apropiada (por ejemplo,
gel, cristalino, amorfo, etc.), y siendo preferida con la adsorcion a las sales. Las composiciones que contienen
minerales también pueden formularse como una particula de sal metalica (documento WO 00/23105).

Los adyuvantes conocidos como "hidréxido de aluminio" son tipicamente sales de oxihidroxido de aluminio, que
normalmente son al menos parcialmente cristalinas. El oxihidréxido de aluminio, que puede representarse por la
férmula AIO(OH), se puede distinguir de otros compuestos de aluminio, como el hidroxido de aluminio Al(OH)s,
por espectroscopia infrarroja (El), en particular por la presencia de una banda de adsorcién a 1070cm-' y un
hombro fuerte a 3090-3 100cm™ [el capitulo 9 de Vaccine Design... (1995) eds. Powell & Newman. ISBN:
030644867X. Plenum.] El grado de cristalinidad de un adyuvante de hidroxido de aluminio se refleja en el ancho
de la banda de difraccion a media altura (AMA), con particulas poco cristalinas que muestran un mayor
ensanchamiento de la linea debido a que estan presentes tamafos de cristalita mas pequefos. El area de
superficie aumenta a medida que aumenta la AMA, y se ha observado que los adyuvantes con valores mas altos
de AMA tienen una mayor capacidad para la adsorciéon de antigenos. Una morfologia fibrosa (por ejemplo, como
se observa en micrografias electrénicas de transmision) es tipica de los adyuvantes de hidroxido de aluminio. El
pl de los adyuvantes de hidroxido de aluminio es tipicamente de aproximadamente 11, es decir, el propio
adyuvante tiene una carga superficial positiva a pH fisiolégico. Se han reportado capacidades de adsorcion de
entre 1,8-2,6 mg de proteina por mg de Al*** a pH 7,4 para los adyuvantes de hidroxido de aluminio.
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Los adyuvantes conocidos como "fosfato de aluminio” son tipicamente hidroxifosfatos de aluminio, que a menudo
también contienen una pequefia cantidad de sulfato (es decir, sulfato de hidroxifosfato de aluminio). Se pueden
obtener por precipitacion, y las condiciones de la reaccion y las concentraciones durante la precipitacion influyen
en el grado de sustitucion de fosfato por hidroxilo en la sal. Los hidroxifosfatos generalmente tienen una relacion
molar de PO4/AI entre 0,2 y 1,2. Los hidroxifosfatos se pueden distinguir del AIPO, estricto por la presencia de
grupos estructurales hidroxilo. Por ejemplo, una banda de espectro IR de 3164 cm™' (por ejemplo, cuando se
calienta a 200 °C) indica la presencia de hidroxilos estructurales [capitulo 9 de Vaccine Design... (1995) eds.
Powell & Newman. ISBN: 030644867X. Plenum.].

La proporcion molar de PO4/AI** de un adyuvante de fosfato de aluminio, generalmente se encontrara entre 0,2 y
1,2, preferiblemente entre 0,8 y 1,2, y mas preferiblemente 0,95+0,1. El fosfato de aluminio sera generalmente
amorfo, particularmente para sales de hidroxifosfato. Un adyuvante tipico es el hidroxifosfato de aluminio amorfo
con una proporcion molar de PO4/Al entre 0,84 y 0,92, incluido a 0,6 mg de AI**/ml. El fosfato de aluminio
generalmente sera particular (por ejemplo, una morfologia similar a una placa como se observa en micrografias
electrénicas de transmision). Los diametros tipicos de las particulas estan en un intervalo de 0,5 a 20 ym (por
ejemplo, alrededor de 5 a 10 pm) después de cualquier adsorcion de antigeno. Se han reportado capacidades de
adsorcioén de entre 0,7-1,5 mg de proteina por mg de Al*** a pH 7,4 para los adyuvantes de fosfato de aluminio.

El punto de carga cero (PCZ) del fosfato de aluminio esta inversamente relacionado con el grado de sustitucion
del fosfato por el hidroxilo, y este grado de sustitucion puede variar segun las condiciones de la reaccion y la
concentracion de los reactivos utilizados para preparar la sal por precipitacion. EIl PCZ también se altera
cambiando la concentracion de iones de fosfato libres en la solucién (mas fosfato = PCZ mas acidico) o
agregando un regulador como un regulador de histidina (hace que el PCZ sea mas basico). Los fosfatos de
aluminio utilizados de acuerdo con la divulgacion tendran generalmente un PCZ de entre 4,0 y 7,0, mas
preferiblemente entre 5,0 y 6,5, por ejemplo, alrededor de 5,7.

Las suspensiones de sales de aluminio utilizadas para preparar composiciones de la divulgacién pueden
contener un regulador (por ejemplo, un regulador de fosfato o de histidina o un regulador de Tris), pero esto no
siempre es necesario. Las suspensiones son preferiblemente estériles y libres de pirdgenos. Una suspension
puede incluir iones fosfato acuosos libres, por ejemplo, presente en una concentracion entre 1,0 y 20 mM,
preferiblemente entre 5y 15 mM, y mas preferiblemente alrededor de 10 mM. Las suspensiones también pueden
comprender cloruro de sodio.

En una realizacion, un componente adyuvante incluye una mezcla de un hidréxido de aluminio y de un fosfato de
aluminio. En este caso, podria haber mas fosfato de aluminio que hidréxido, por ejemplo, una proporcién en peso
de al menos 2:1 por ejemplo, 25:1, 26:1, 27:1, 28:1, 29:1, etc..

La concentracién de Al*** en una composicion para la administraciéon a un paciente es preferiblemente inferior a
10 mg/ml, por ejemplo, <5 mg/ml, <4 mg/ml, <3 mg/ml, <2 mg/ml, <1 mg/ml, etc. Un rango preferido es entre 0,2 y
1 mg/ml. Se prefiere un maximo de <0,85 mg/dosis.

1.1.2 B. Emulsiones de Aceite

Las composiciones y formulaciones de emulsién de aceite apropiadas para uso como adyuvantes inmunoldgicos
(con o sin otros agentes inmunoestimulantes especificos, tales como péptidos muramil o componentes de la
pared celular bacteriana) incluyen emulsiones de escualeno-agua, como MF59 (5 % de escualeno, 0,5 % de
Tween 80, y 0,5 % de Span 85, formulado en particulas submicrénicas utilizando un microfluidizador). Véase WO
90/14837. Véase también, Podda (2001) Vaccine 19: 2673-2680; Frey et al. (2003) Vaccine 21: 4234-4237.
MF59 se utiliza como adyuvante en la vacuna de subunidad trivalente del virus de la influenza FLUAD™.

Los adyuvantes para el uso en las composiciones incluyen emulsiones de aceite en agua submicrométricas. Las
emulsiones de aceite en agua submicrométricas preferidas para el uso en el presente documento son
emulsiones de escualeno/agua que contienen opcionalmente cantidades variables de MTP-PE, tales como una
emulsion de aceite en agua submicronica que contiene 4-5 % p/v de escualeno, 0,25-1,0 % p/v Tween 80™
(monooleato de polioxietilensorbitan) y/o 0,25 a 1,0 % de Span 85TM (trioleato de sorbitan) y, opcionalmente, N-
acetilmuramil-L-alanil-D-isogluatinil-L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosfoforiloxi)-etilamina (MTP-
PE), por ejemplo, la emulsidon de aceite en agua submicrénica conocida como "MF59" (WO 90/14837; Patente de
los Estados unidos No. 6,299,884; Patente de los Estados unidos No. 6,451,325; y Ott et al., "MF59 - Design and
Evaluation of a Safe and Potent Adjuvant for Human Vaccines" in Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant
Approach (Powell, M.F. and Newman, M.J. eds.) (New York: Plenum Press) 1995, pp. 277-296). MF59 contiene
4-5 % p/v de escualeno (por ejemplo, 4,2 %), 0,25-0,5 % p/v de Tween 80™ y 0,5 % p/v de Span 85™ vy
opcionalmente contiene varias cantidades de MTP-PE, formulado en particulas submicrénicas utilizando un
microfluidizador como el microfluidizador modelo 110Y (Microfluidics, Newton, MA). Por ejemplo, MTP-PE puede
estar presente en una cantidad de aproximadamente 0-500 ug/dosis, mas preferiblemente 0-250 ug/dosis y lo
mas preferiblemente, 0-100 pg/dosis. Como se utiliza en el presente documento, el término "MF59-0" se refiere a
la anterior emulsién de aceite en agua submicrénica que carece de MTP-PE, mientras que el término MF59-MTP
denota una formulacion que contiene MTP-PE. Por ejemplo, "MF59-100" contiene 100 ug de MTP-PE por dosis,
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y asi sucesivamente. MF69, otra emulsién submicrénica de aceite en agua para uso aqui, contiene 4,2 % p/v de
escualeno, 0,25 % p/v Tween 80™ y 0,75 % p/v Span 85TM y opcionalmente MTP-PE. Otra emulsién
submicrénica de aceite en agua es MF75, también conocida como SAF, que contiene 10 % de escualeno, 0,4 %
de Tween 80™, 5 % de polimero bloqueado con pluronico L121 y thr-MDP, también microfluidizada en una
emulsion de submicréon. MF75-MTP denota una formulaciéon MF75 que incluye MTP, tal como de 100-400 ug de
MTP-PE por dosis.

Las emulsiones de aceite en agua submicrométricas, los procedimientos para preparar las mismas y los agentes
inmunoestimulantes, como los péptidos de muramilo, para uso en las composiciones, se describen con detalle en
WO 90/14837; Patente de los Estados unidos No. 6,299,884; y Patente de los Estados unidos No. 6,451,325.

El adyuvante completo de Freund (ACF) y el adyuvante incompleto de Freund (AIF) también pueden ser
utilizados como adyuvantes en la divulgacion.

1.1.2 C. Formulaciones de Saponina

Las formulaciones de saponina también son apropiadas para el uso como adyuvantes inmunolégicos en la
divulgacion. Las saponinas son un grupo heterélogo de glicésidos de esterol y glucdsidos triterpenoides que se
encuentran en la corteza, hojas, tallos, raices e incluso en las flores de una amplia variedad de especies de
plantas. Las saponinas aisladas de la corteza del arbol de Quillaia saponaria Molina se han estudiado
ampliamente como adyuvantes. Las saponinas también se pueden obtener comercialmente de Smilax ornata
(sarsaparilla), Gypsophilla paniculata (velo de novia) y Saponaria officianalis (raiz de jabon). Las formulaciones
de adyuvantes de saponina incluyen formulaciones purificadas, tales como QS21, asi como formulaciones de
lipidos, tales como ISCOMSs. Las formulaciones de adyuvante de saponina incluyen adyuvante STIMULON®
(Antigenics, Inc., Lexington, MA).

Las composiciones de saponina se han purificado utilizando cromatografia de capa fina de alto rendimiento (HP-
TLC) y cromatografia de liquidos de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC). Las fracciones purificadas
especificas que utilizan estas técnicas han sido identificadas, incluyendo QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QH-B
y QH-C. Preferiblemente, la saponina es QS21. Un procedimiento de produccion de QS21 se describe en la
Patente de los Estados unidos No. 5,057,540. Las formulaciones de saponina también pueden comprender un
esterol, como el colesterol (véase WO 96/33739).

Las combinaciones de saponinas y colesteroles se pueden utilizar para formar particulas unicas llamadas
complejos inmunoestimulantes (ISCOMs). Los ISCOMs también incluyen tipicamente un fosfolipido tal como
fosfatidiletanolamina o fosfatidilcolina. Cualquier saponina conocida puede utilizarse en ISCOMs.
Preferiblemente, el ISCOM incluye uno o mas de Quil A, QHA y QHC. Los ISCOMs se describen con mas detalle
en EP 0 109 942, WO 96/11711 y WO 96/33739. Opcionalmente, el ISCOMs puede estar desprovisto de uno o
mas detergentes adicionales. Véase WO 00/07621.

Una revision del desarrollo de adyuvantes basados en saponina se puede encontrar en Barr et al. (1998) Adv.
Drug Del. Rev. 32: 247-271. Véase también Sjolander et al. (1998) Adv. Drug Del. Rev. 32: 321-338.

1.1.4 D. Virosoma y Particulas Tipo Virus (PTVs)

Los virosomas y las Particulas Tipo Virus (PTVs) son también apropiados como adyuvantes inmunoldgicos.
Estas estructuras generalmente contienen una o mas proteinas de un virus combinado opcionalmente o
formulado con un fosfolipido. Son generalmente no patogénicos, no replicantes y generalmente no contienen
nada del genoma viral nativo. Las proteinas virales pueden ser producidas de forma recombinante o ser aisladas
de virus completos. Estas proteinas virales apropiadas para el uso en virosomas o PTVs incluyen proteinas
derivadas del virus de la influenza (como HA o NA), virus de hepatitis B (como proteinas del nucleo o de la
capside), virus de hepatitis E, virus de sarampion, virus Sindbis, Rotavitus, virus de la enfermedad de pies y
boca, Retrovirus, virus de Norwalk, virus del papiloma humano, VIH, fagos de ARN, fago-Qf8 (como proteinas de
la cubierta), fago-GA, fago-fr, fago AP205 y Ty (como la proteina pl del retrotransposén Ty). Las PTVs se
discuten con mas detalle en WO 03/024480; WO 03/024481; Niikura et al. (2002) Virology 293:273-280; Lenz et
al. (2001) J. Immunol. 166(9):5346-5355; Pinto et al. (2003) J. Infect. Dis. 188:327-338; and Gerber et al. (2001)
J. Virol. 75(10):4752-4760. Los virosomas se discuten con mas detalle en, por ejemplo, Gluck et al. (2002)
Vaccine 20:B10-B16. Los inmunopotenciadores de virosomas de influenza reconstituidos (IVIR) se utilizan como
el sistema de entrega de antigenos de subunidad en el producto intranasal trivalente INFLEXALTM (Mischler and
Metcalfe (2002) Vaccine 20 Suppl 5:B17-B23) y el producto INFLUVAC PLUSTM.

1.1.5 E. Derivados Microbianos y Bacterianos

Los adyuvantes inmunolégicos apropiados para el uso en la divulgacion incluyen derivados microbianos o
bacterianos tales como:

(1) Derivados no téxicos de los lipopolisacaridos enterobacterianos (LPS): Dichos derivados incluyen el
monofosforil lipido A (MPL) y el MPL 3-O-desacilado (3dMPL). El 3dMPL es una mezcla de 3 monofosforil
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lipido A des-O-acilado con 4, 5 o 6 cadenas aciladas. En el documento EP 0 689 454 se describe una
"particula pequefia" preferida formada del monofosforil lipido A 3 des-O-acilado. Dichas "particulas
pequenas" de 3dMPL son lo suficientemente pequenas para ser esterilizadas por filtracion a través de una
membrana de 0,22 micrones (véase EP 0 689 454). Otros derivados no toxicos de LPS incluyen una forma
mimética de monofosforil lipidos A, tales como derivados de fosfato de aminoalquil glucosaminida, por
ejemplo, RC-529. Véase Johnson et al. (1999) Bioorg. Medicina. Chem. Leton. 9: 2273-2278.

(2) Derivados del lipido A: Los derivados del lipido A incluyen derivados del lipido A de Escherichia coli,
como OM-174. OM-174 se describe, por ejemplo, en Meraldi et al. (2003) Vaccine 21:2485-2491; y en Pajak
et al. (2003) Vaccine 21:836-842.

(3) Los oligonucledtidos inmunoestimulantes: Los oligonucledtidos inmunoestimulantes o las moléculas
poliméricas apropiadas para el uso como adyuvantes en la divulgacion incluyen secuencias de nucleétidos
que contienen un motivo CpG (una secuencia que contiene una citosina no metilada seguida de una
guanosina y unida por un enlace fosfato). También se ha demostrado que el ARN de doble cadena
bacteriano u oligonucledtidos que contienen secuencias palindrémicas o poli(dG) son inmunoestimulantes.
Los CpGs pueden incluir modificaciones/analogos de nucleétidos tales como modificaciones de fosforotioato
y pueden ser de doble cadena o de cadena sencilla. Opcionalmente, la guanosina se puede reemplazar con
un analogo como 2'-deoxi-7-deazaguanosina. Véase Kandimalla et al. (2003) Nucl. Acids Res. 31 (9): 2393-
2400; WO 02/26757; y WO 99/62923 para ejemplos de posibles sustituciones analogas. El efecto adyuvante
de los oligonucledtidos CpG se discute mas a fondo en Krieg (2003) Nat. Medicina. 9 (7): 831-835;
McCluskie et al. (2002) FEMS Immunol. Medicina. Microbiol. 32: 179-185; WO 98/40100; Patente de los
Estados unidos 6,207,646; Patente de los Estados unidos No. 6,239.116; y la Patente de los Estados unidos
No. 6,429.199.

La secuencia de CpG puede ser dirigida a TLR9, como el motivo GTCGTT o TTCGTT. Véase Kandimalla et
al. (2003) Biochem. Soc. Trans. 31 (parte 3): 654-658. La secuencia de CpG puede ser especifica para
inducir una respuesta inmune Th1, tal y como una ODN CpG-A, o puede ser mas especifica para inducir una
respuesta de células B, tal y como una ODN CpG-B. Los ODN de CpG-A y CpG-B se analizan en Blackwell
et al. (2003) J. Immunol. 170 (8): 4061-4068; Krieg (2002) TRENDS Immunol. 23 (2): 64-65; y WO 01/95935.
Preferiblemente, el CpG es un ODN CpG-A.

Preferiblemente, el oligonucledtido CpG se construye de manera que el extremo 5' sea accesible para el
reconocimiento del receptor. Opcionalmente, dos secuencias de oligonucleétidos CpG pueden unirse en sus
extremos 3' para formar "inmunémeros". Véase, por ejemplo, Kandimalla et al. (2003) BBRC 306: 948-953;
Kandimalla et al. (2003) Biochem. Soc. Trans. 31 (parte 3): 664-658; Bhagat et al. (2003) BBRC 300: 853-
861; y WO03/035836.

Los oligonucledtidos inmunoestimuladores y las moléculas poliméricas también incluyen estructuras
alternativas del esqueleto de polimeros, tales como, pero no limitadas a, esqueletos de polivinilo (Pitha et al.
(1970) Biochem. Biophys. Acta 204 (1): 39-48; Pitha et al (1970) Biopolymers 9 (8): 965-977) y esqueletos de
morfolino (Patente de los Estados unidos No. 5,142,047; Patente de los Estados unidos No 5,185,444). Una
variedad de otros analogos de polinucledtidos cargados y no cargados son conocidos en la técnica. En la
técnica se conocen numerosas modificaciones de la cadena principal, que incluyen, pero no se limitan a,
enlaces sin carga (por ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosfoamidatos y carbamatos) y enlaces
con carga (por ejemplo, fosforotioatos y fosforoditioatos).

(4) Las toxinas-ADP ribosilantes y derivados destoxificados de las mismas: las bacterianas toxinas
ribosilantes-ADP y sus derivados destoxificados se pueden utilizar como adyuvantes en la divulgacion.
Preferiblemente, la proteina se deriva de E. coli (es decir, la enterotoxina labil al calor de E. coli "LT"), célera
("CT") o tos ferina ("PT"). El uso de toxinas ribosilantes-ADP destoxificadas como adyuvantes de la mucosa
se describe en WO 95/17211 y como adyuvantes parenterales en WO 98/42375. Preferiblemente, el
adyuvante es un mutante LT destoxificada tal y como LT-K63, LT-R72 y LTR192G. El uso de toxinas
ribosilantes-ADP y los derivados destoxificados de los mismos, particularmente LT-K63 y LT-R72, como
adyuvantes, se pueden encontrar en las siguientes referencias: Beignon et al. (2002) Infect. Immun. 70 (6):
3012-3019; Pizza et al. (2001) Vaccine 19: 2534-2541; Pizza et al. (2000) Int. J. Med. Microbiol. 290 (4-5):
455-461; Scharton-Kersten et al. (2000) Infect. Immun. 68 (9): 5306-5313; Ryan et al. (1999) Infect. Immun.
67 (12): 6270-6280; Partidos et al. (1999) Immunol. Letdn. 67 (3): 209-216; Peppoloni et al. (2003) Vaccines
2 (2): 285-293; y Pine et al. (2002) J. Control Release 85 (1-3): 263-270. La referencia numérica para las
sustituciones de aminoacidos se basa preferiblemente en alineamientos de las subunidades A y B de las
toxinas ribosilantes-ADP expuestas en Domenighini et al. (1995) Mol. Microbiol. 15 (6): 1165-1167.

Los compuestos de la formula |, Il o lll, o sales de los mismos, se pueden también utilizar como adyuvantes:
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como se define en WO03/011223, al igual que en ’ER 803058, 'ER 803732, 'ER 804053’, ER 804058’, 'ER
804059, ’ER 804442’,’ER 804680’, 'ER 804764’, ER 803022 o 'ER 804057’ por ejemplo:
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F. Inmunomoduladores Humanos

Los inmunomoduladores humanos apropiados para el uso como adyuvantes inmunolégicos incluye citosinas,
como interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, etc.), interferones (por ejemplo, interferén-
y), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), y el factor de necrosis tumoral (FNT).

10 1.1.6 G. Bioadhesivos y Mucoadhesivos

Los bioadhesivos y mucoadhesivos también pueden ser utilizados como adyuvantes inmunolégicos. Los
bioadhesivos apropiados incluyen esferas de acido hialurénico esterificado (Singh et al. (2001) J. Cont. Release
70:267:276) o mucoadhesivos tales como derivativos entrecruzados por acido poliacrilico, alcohol polivinilico,
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polivinil pirrolidona, polisacaridos y carboximetil celulosa. El quitosan y los derivados de los mismos, también
pueden ser utilizados como adyuvantes en la divulgacién (véase W0 99/27960).

1.1.7 H. Liposomas

Ejemplos de formulaciones de liposomas apropiados para el uso como adyuvantes inmunoldgicos se describen
en la Patente de los Estados unidos No. 6,090,406; la Patente de los Estados unidos No. 5,916,588; y la patente
publicada EP No. EP 0 626 169.

1.1.8. | Eter de polioxieteno y éster de polioxitietileno

Formulaciones

Los adyuvantes inmunolégicos apropiados para el uso en la divulgacion incluyen éteres de polioexiteleno y
ésteres de polioexiteleno (véase, por ejemplo, WO 99/52549). Dichas formulaciones incluyen ademas
tensioactivos de éster de polioexitelen sorbitan en combinacion con octoxinol (WO 01/21207), asi como
tensioactivos de éteres o ésteres de polioexiteleno en combinacién con al menos un tensioactivo no iénico
adicional, como el octoxinol (WO 01/21207).

Los éteres de polioexiteleno son seleccionados del siguiente grupo: polioxietileno-9-lauril éter (lauret9),
polioxietileno-9-esteoril éter, polioxietileno-8-steoril éter, polioxietileno-4-lauril éter, polioxietileno-35-lauril éter, y
polioxietileno-23-lauril éter.

1.1.9. J. Polifosfazeno (PCPP)

Las formulaciones de PCPP apropiadas para el uso como adyuvantes inmunoldgicos se describen, por ejemplo,
en Andrianov et al. (1998) Biomaterials 19(1-3):109-115; y en Payne et al. (1998) Adv. Drug Del. Rev. 31(3):185-
196.

1.1.10 K. Péptidos de Muramilo

Los ejemplos de péptidos de muramilo apropiados para el uso como adyuvantes inmunolégicos incluyen N-acetil-
muramil-L-treonil-D-isoglutamina  (thr-MDP), N-acetil-normuramil-1-alanil-d-isoglutamina (nor-MDP) y N-
acetilmuramil-1-alanil-d-isoglutaminil-1-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina ~ MTP-
PE).

1.1.11 L. Compuestos de Imidazoguinolina

Los ejemplos de compuestos de imidazoquinolina apropiados para el uso como adyuvantes inmunoldgicos
incluyen imiquimod y sus analogos, que se describen con mas detalle en Stanley (2002) Clin. Exp. Dermatol. 27
(7): 571-577; Jones (2003) Curr. Opin. Investig. Drugs 4 (2): 214-218; y las Patentes U.S. No. 4,689,238;
5,389,640; 5,268,276; 4,929,624; 5,266,575; 5,352,784; 5,494,916; 5,482,936; 5,346,905; 5,395,937; 5,238,944;
y 5,5625,612.

Las imidazoquinolinas para la practica de la presente divulgacion incluyen imiquimod, resiquimod y

NH;
= N /_/
QG RE

\

N
%OH
Véase, por ejemplo, Pub. Int. Nos. WO 2006/031878 de Valiante et al. y WO 2007/109810 de Sutton et al. Se

sabe que tales compuestos son agonistas de TLRY.

M. Compuestos de Tiosemicarbazona

Los ejemplos de compuestos de tiosemicarbazona apropiados para el uso como adyuvantes inmunolégicos, asi
como los procedimientos para la formulacion, manufactura y seleccion de tales compuestos, incluyen a aquellos
descritos en WO 04/60308. Las tiosemicarbazonas son particularmente eficaces en la estimulacion de células
mononucleares de sangre periférica humana para la produccion de citoquinas, tales como TNF-a.

N. Compuestos de Triptantrina
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Los ejemplos de compuestos de triptantrina apropiados para el uso como adyuvantes inmunolégicos, asi como
los procedimientos para la formulacion, fabricacion y seleccion de tales compuestos, incluyendo los descritos en
el WO 04/64759. Los compuestos de triptantrina son particularmente eficaces en la estimulacién de células
mononucleares de sangre periférica humana para la produccién de citoquinas, tales como TNF-a.

5 1.1.12 O. Andlogos de Nucledsidos

Se pueden utilizar diversos analogos de nucledsidos como adyuvantes inmunolégicos, tales como (a) isatorabina

(ANA-245; 7- tia-8-oxoguanosina):
0O
S
N
fﬁ >0
N N7 N

y sus profarmacos; (b) ANA975; (c) ANA-025-1; (d) ANA380; (e) los compuestos descritos en la Patente de los
10 Estados unidos No. 6,924,271; Publicacion No. 2005/0070556; y la Patente de los Estados unidos No. 5,658,731;
(f) un compuesto que tiene la formula:

R,
Rs

en la que:

R1 y R2 son cada independientes H, halo, -NR4Rp, -OH, alcoxi Ci., alcoxi Ci.s sustituido, heterociclico,
15 heterociclico sustituido, arilo Ce.10, arilo Cs.10 sustituido, alquilo C+., 0 alquilo alquilo C1. sustituido;

Rs; esta ausente, H, alquilo Cis, alquilo Cy6 sustituido, arilo Ce.10, arilo Ce.10 sustituido, heterociclico o
heterociclico sustituido;

R4 y Rs son cada uno independientes H, halo, heterociclico, heterociclico sustituido, -C(O)-Rg, alquilo C1.,
alquilo C1.6 sustituido, o unidos entre si para formar un anillo de 5 miembros como en Ry.s:

w X1

D)=Rs

X Rys
Rg

La unién que se logra en los enlaces indicados por un vwaww X, y X, son cada uno independientes N, C, O
0S;

20

Rs es H, halo, -OH, alquilo C+s, alquenilo Cy, alquinilo Czs, -OH, -NR4Rp,-(CH2),-O-Rc, -O-(alquilo C+s), -
S(O)p Re, 6 -C(O)-Rg;
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Ro es H, alquilo C1., alquilo C1.6 sustituido, heterociclico, heterociclico sustituido o Rea, €n donde Ro, es:

O
RO Ro,

Rio  Riq
la unién se logra en el enlace indicado por un wvwww
R10 ¥ R11 son independientemente H, halo, alcoxi C+., alcoxi C1.¢ sustituido, -NRzRy, u -OH;
cada R, y Ry es independientemente H, alquilo C1.6, alquilo C+.s sustituido, -C(O)Ry, arilo Ce.10;
cada R; es independientemente H, fosfato, difosfato, trifosfato, alquilo C1.s 0 alquilo C+.6 sustituido;
cada Rq es independientemente H, halo, alquilo C+., alquilo C1. sustituido, alcoxi C+.6, alcoxi C+.6 sustituido, -
NH2, -NH(alquilo C+s), -NH(alquilo C4 sustituido), -N(alquilo C1-6) 2, -N (alquilo C1-6 sustituido) 2, arilo C6-
10, o heterociclico;

cada Re es independientemente H, alquilo Cis, alquilo Ci sustituido, arilo Cs.19, arilo Ce.10 sustituido,
heterociclico o heterociclico sustituido;

cada Rres independientemente H, alquilo Ci.6, alquilo C1.6 sustituido, -C(O)Rg, fosfato, difosfato o trifosfato;
cada n es independientemente 0, 1, 2 6 3;

cada p es independientemente 0, 1 6 2; o

o (g) una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de (a) a (f), un tautdmero de cualquiera de (a) a (f),
o una sal farmacéuticamente aceptable del tautémero.

1.1.13 P. Lipidos unidos a un esqueleto de fosfato acido

Los adyuvantes inmunoldgicos que contienen lipidos unidos a un esqueleto de fosfato acido incluyen el
antagonista de TLR4 E5564 (Wong et al. (2003) J. Clin. Pharmacol. 43 (7): 735-742; US2005/0215517):

0 0 O WOPO(CH);
CHy0 : o o
(110),0P0" “NIT o™ KN

i

O (CHCTEs

CIL(CHL), \/\\/0
5]

~
-

e
=
T

1.1.14 Q. Moléculas pequefias inmunopotenciadoras (MPIPs)

Las MPIPs incluyen:

* N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;

* N2, N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;

* N2-etil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;

* N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;
* 1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;
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* N2-butil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;

* N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;

* N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-pentil-1H-imidazo[4,5-c] quinolin-2,4-diamina;

* N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-prop-2-enil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;

* 1-(2-metilpropil)-2-[(fenilmetil)tiol] -1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina;

* 1-(2-metilpropil)-2-(propiltio)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina;

* 2-[[4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-il] (metil)amino]etanoal;

* 2-[[4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2-il](metil)amino]acetato de etilo;

* 4-amino-1-(2-metilpropil)-1,3-dihidro-2H-imidazo[4,5-c] quinolin-2-ona;

* N2-butil-1-(2-metilpropil)-N4, N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;

* N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil) -N4, N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;
* N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4, N4-bis (fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;

* N2, N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-N4, N4-bis(fenilmetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina;
* 1- {4-amino-2- [metil(propil)amino]-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il} -2-metilpropan-2-ol;

* 1- [4-amino-2- (propilamino)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il] -2-metilpropan-2-ol;

* N4,N4-dibencil-1-(2-metoxi-2-metilpropil) -N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-2,4-diamina.

1.1.15 R. Proteosomas

Un adyuvante es una preparacion de proteosoma de una proteina de membrana externa preparada a partir de
una primera bacteria Gram-negativa en combinacion con una preparacion de liposacarido derivada de una
segunda bacteria Gram-negativa, en la que el proteosoma de proteina de membrana externa y las preparaciones
de liposacaridos forman un complejo adyuvante estable no covalente. Tales complejos incluyen "IVX-908", un
complejo que comprende la membrana externa de Neisseria meningitidis y lipopolisacaridos. Se han utilizado
como adyuvantes para las vacunas contra la influenza (W0O02/072012).

1.1.16 S. Lipopéptidos

Se ha demostrado que los lipopéptidos (es decir, compuestos que comprenden uno o mas residuos de acidos
grasos y dos o mas residuos de aminoacidos) tienen caracter inmunoestimulante. Los lipopéptidos basados en
glicerilcisteina son particularmente adecuados para el uso como adyuvantes. Ejemplos especificos de tales
péptidos incluyen compuestos de la siguiente formula

}’13

R‘—CD—G—(‘:H

£ 3]
R“‘CO*Q“(%H

CH»>

|

S

|

CH3

le
RICO=-NH=~CH=—CO—X

.‘.'ﬂ

by mRﬂrg

en el que cada uno de Ry y Rz representa un hidrocarburo saturado o insaturado, alifatico o mixto de alifatico-
cicloalifatico, que contiene de 8 a 30, preferiblemente de 11 a 21 atomos de carbono que opcionalmente también
estan sustituidos con funciones de oxigeno, Rs representa hidrogeno o a el radical R-CO-O-CH> en el que Ry
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tiene el mismo significado que se menciond anteriormente, y X representa a un aminoacido unido por un enlace
peptidico y que tiene un grupo carboxilo libre, esterificado o tiene un grupo amida, o una secuencia de
aminoacidos de 2 a 10 aminoacidos de los cuales el grupo carboxilo terminal esta en forma libre, esterificada o
tiene un grupo amida. En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos comprende un D-aminoacido, por
ejemplo, acido D-glutamico (D-Glu) o acido D-gamma-carboxi-glutamico (D-Gla).

Los lipopéptidos bacterianos generalmente reconocen a TLR2, sin requerir la participacion de TLR6. (Los TLR
operan de manera cooperativa para brindar un reconocimiento especifico de diversos desencadenantes, y TLR2
mas TLR6 juntos reconocen a los peptidoglicanos, mientras que TLR2 reconoce a los lipopéptidos sin TLR6).
Estos a veces se clasifican como lipopéptidos naturales y como lipopéptidos sintéticos. Los lipopéptidos
sintéticos tienden a comportarse de manera similar, y son reconocidos principalmente por TLR2.

Los lipopéptidos apropiados para el uso como adyuvantes incluyen compuestos de Férmula I

*kk

donde el centro quiral etiquetado * y el etiquetado *** estan ambos en la configuracion R;

*kk

el centro quiral etiquetado *** esta en la configuraciéon R o S;

cada R'? y R'® es independientemente un grupo hidrocarburo alifatico o cicloalifatico-alifatico que tiene de 7
a 21 atomos de carbono, opcionalmente sustituidos con funciones de oxigeno, o uno de R'@ y R'™, pero no
ambos, es H;

R? es un grupo hidrocarburo alifatico o cicloalifatico que tiene de 1 a 21 atomos de carbono y esta
opcionalmente sustituido con funciones de oxigeno;

nes0o1;

As representa -O-Kw-CO- 6 -NH-Kw-CO-, donde Kw es un grupo hidrocarburo alifatico que tiene de 1 a 12
atomos de carbono;

As' es un D-o L-alfa-aminoacido;

Z' y Z? representan cada uno independientemente un -OH o el radical N-terminal de un D- o L-alfa
aminoacido de un aminoacido (alcano inferior) de acido sulfénico o de un péptido que tiene hasta 6
aminoacidos seleccionados de los acidos D- y L- alfa aminocarboxilicos y acidos amino-alquil-sulfénicos
inferiores; y

Z%es H o0 -CO-Z4, donde Z* es -OH o el radical N-terminal de un D- o L-alfa-aminoacido de un acido amino-
(alcano inferior)-sulfénico o de un péptido que tiene hasta 6 amino acidos seleccionados entre los acidos
aminocarboxilicos D y L-alfa y los acidos amino-alquil-sulfonicos inferiores; o un éster o amida formada a
partir del acido carboxilico de tales compuestos. Las amidas apropiadas incluyen -NH» y NH (alquilo inferior),
y los ésteres apropiados incluyen ésteres de alquilo C1-C4. (alquilo inferior o alcano inferior, como se utiliza
en el presente documento, se refiere a los alquilos de la cadena lineal o ramificada C+-Cs).

Dichos compuestos se describen con mayor detalle en US 4,666,886, En una realizacion preferida, el lipopéptido
es de la siguiente formula:
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@] %) 0
\/\/\/\/\/\H/O\/CH\/S\/CH\J\/\/\/\/\/\/\/\
H
o]
Otro ejemplo de una especie de lipopéptido se llama LP40, y es un agonista de TLR2. Akdis, et al., Eur. J.
Immunology, 33: 2717-26 (2003).

Estos estan relacionados con una clase conocida de lipopéptidos de E. coli, denominados lipoproteinas de
mureina. Ciertos productos de degradacion parcial de esas proteinas llamadas lipopétidas de mureina se
describen en Hantke, et al., Eur. J. Biochem., 34: 284-296 (1973). Estos comprenden un péptido unido al acido
N-acetil muramico y, por lo tanto, estan relacionados con los péptidos muramilo, los cuales se describen en
Baschang, et al., Tetrahedron, 45 (20): 6331-6360 (1989).

T. Benzopiridinas

Ejemplos de compuestos de benzopiridina apropiados para el uso de adyuvantes en la divulgacion se describen
en WO 2009/111337.

1.1.17 U. Otros Adyuvantes

Otras sustancias que actuan como adyuvantes inmunolégicos se describen en Burdman, J.R. et al. (eds) (1995)
(Vaccine Design: Subunit and Adjuvant Approach (Springer) (Capitulo 7) y O 'Hagan, DT (2000) (Vaccine
Adjuvants: Preparation Methods and Research Protocols (Humana Press) (Volumen 42 de Methods in Molecular
Medicine series)).

Otras sustancias adyuvantes utiles incluyen:
* Metil inosina 5'-monofosfato ("MIMP") (Signorelli y Hadden (2003) Int. Immunopharmacol. 3 (8): 1177-1186).

» Un compuesto polihidroxilado de pirrolizidina (W02004/064715), tal como uno que tiene la formula:

HO H OH
RO

CH>OH

donde R se selecciona del grupo que comprende hidrogeno, grupos acilo, alquilo (por ejemplo, cicloalquilo),
alquenilo, alquinilo y arilo, lineales o ramificados, sin sustituir o sustituidos, saturados o insaturados o una sal o
un derivado farmacéuticamente aceptable de los mismos. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a: casuarina,
casuarina-6-a-D-glucopiranose, 3-epi-casuarina, 7-epi-casuarina, 3,7-diepi-casuarina, etc..

* Una inulina gamma (Cooper (1995) Pharm. Biotechnol. 6: 559-580) o un derivado del mismo, tal como
algammulina.

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 732 893 T3

» Compuestos descritos en PCT/US2005/022769.

» Compuestos descritos en WO02004/87153, que incluyen: compuestos de acilpiperazina, compuestos de
indolediona, tetrahidrasoquinolina (THIQ), Compuestos de benzociclodiona, compuestos de aminoazavinilO,
compuestos de aminobenzimidazol quinolinona (ABIQ) (Patente de U.S No. 6,605,617; WO 02/18383),
compuestos de hidraptalamida,compuestos de benzofenona, compuestos de isoxazol, compuestos de esterol,
compuestos de quinazilinona, Compuestos de pirrol (W02004/018455), compuestos de antraquinona,
compuestos de quinoxalina, compuestos de triazina, compuestos de pirazalopirimidina y compuestos de
benzazol (WO03/082272).

* Loxoribina (7-alil-8-oxoguanosina) (Patente de los Estados unidos No. 5,011,828).

* La formulacion de un lipido catiénico y un co-lipido (generalmente neutro), como el bromuro de aminopropil-
dimetil-miristoleiloxi-pro-panaminio-difitoilfosfatidil-etanolamina ("Vaxfectin™") o aminopropil-dimetil-bis-duodeci-
loxil-propanaminamin  bromuro-dioleoilfosfatidil-etanolamina  ("GAP-DLRIE: DOPE"). Se prefieren las
formulaciones que contienen sales de (6)-N-(3-aminopropil)-N,N-dimetil-2,3-bis(sin-9-tetradeceniloxi)-1-
propanaminio (Patente de los Estados unidos No. 6,586,409).

La divulgacion también puede comprender combinaciones de aspectos de uno o mas de los adyuvantes
inmunoldgicos identificados anteriormente. Por ejemplo, las siguientes composiciones adyuvantes se pueden
utilizar en la divulgacion: (1) una saponina y una emulsion de aceite en agua (WO 99/11241); (2) una saponina
(por ejemplo, QS21) + un derivado no téxico de LPS (por ejemplo, 3dMPL) (véase WO 94/00153); (3) una
saponina (por ejemplo, QS21) + un derivado no téxico de LPS (por ejemplo, 3dMPL) + un colesterol; (4) una
saponina (por ejemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + un esterol) (WO 98/57659); (5) combinaciones
de 3dMPL con, por ejemplo, QS21 y/o emulsiones de aceite en agua (véase EP 0 835 318; EP 0 735 898; y EP 0
761 231); (6) SAF, que contiene 10 % de escualano, 0,4 % de Tween 80, 5 % de polimero de bloque plurénico
L121 y thr-MDP, ya sea microfluidizado en una emulsién submicronica o agitado con voértex para generar una
emulsion con particulas de mayor tamario; (7) Sistema adyuvante Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton,
MT) que contiene 2 % de escualeno, 0,2 % de Tween 80 y uno o mas componentes de la pared celular
bacteriana del grupo que consiste en monofosforlipido A (MPL), dimalolato de trehalosa (TDM), y el esqueleto de
la pared celular (CWS), preferiblemente MPL + CWS (Detox™); (8) una o mas sales minerales (como una sal de
aluminio) + un derivado no toxico de LPS (como 3dPML); (9) una o mas sales minerales (como una sal de
aluminio) + un oligonucledtido inmunoestimulador (como una secuencia de nucleétidos que incluye un motivo
CpG).

5. Componentes Adicionales

Como se describié anteriormente, las composiciones de particulas de acuerdo con la divulgaciéon pueden incluir
componentes adicionales. Tales componentes adicionales incluyen, por ejemplo, componentes que evitan que se
produzca una aglomeracion sustancial de particulas cuando las suspensiones de microparticulas de acuerdo con
la divulgacion se liofilizan y posteriormente se resuspenden.

Los componentes adicionales incluyen (a) aminoacidos tales como acido glutamico y arginina, entre otros; (b)
polioles, incluidos dioles como etilenglicol, propanodioles como 1,2-propilenglicol y 1,3-propilenglicol, y dioles de
butano como 2,3-butilenglicol, entre otros, trioles como el glicerol, entre otros, asi como otros polioles superiores;
(c) carbohidratos que incluyen, por ejemplo, (i) monosacaridos (por ejemplo, glucosa, galactosa y fructosa, entre
otros), (ii) polisacaridos que incluyen disacaridos (por ejemplo, sacarosa, lactosa, trehalosa, maltosa,
gentiobiosa, celobiosa, carboximetil celulosa y sorbitol, entre otros), trisacaridos (por ejemplo, rafinosa, entre
otros), tetrasacaridos (por ejemplo, estaquiosa entre otros), pentasacaridos (por ejemplo, verbascosa entre
otros), asi como numerosos otros polisacaridos superiores y (iii) alditoles como xilitol, sorbitol y manitol, entre
otros (en este sentido, se observa que los alditoles son polioles superiores, ademas de ser carbohidratos); y (d)
tensioactivos no i6nicos como el alcohol polivinilico (PVA), povidona (también conocida como polivinilpirrolidona
o PVP), ésteres de sorbitan, polisorbatos, monoéteres polioxoetilados de glicol, fenoles alguilo polioxietilados,
poloxameros, polietilenglicol, propilenglicol, entre otros.

Las composiciones de acuerdo con la divulgacion pueden contener cantidades variables de tales componentes
adicionales, cuando se proporcionan, dependen tipicamente de la cantidad que sea efectiva para evitar que se
produzca una aglomeracion sustancial de particulas cuando las composiciones liofilizadas de la divulgacion se
vuelven a suspender sin afectar la adsorcion de ARN y su integridad.

En ciertas realizaciones preferidas, las composiciones de acuerdo con la divulgacidon contendran uno, dos o
todos los siguientes componentes adicionales en las siguientes cantidades: (a) surfactante no idnico (por
ejemplo, PVA) en una cantidad que varia de 0,5 a 20 % p/p (por ejemplo, que variade 0,5a1a2a10a15a20
% p/p) con respecto a la cantidad del polimero (por ejemplo, PLG) en la composicién; (b) poliol (por ejemplo, un
alditol como manitol) en una cantidad que oscila entre el 0,5y el 10 % p/v (por ejemplo, un intervalo de 0,5a 1 a
2 a5 a 10 % p/v) en relacion con el volumen reconstituido de la composicion, y (c) carbohidrato (por ejemplo, un
sacarido como la sacarosa) en una cantidad que varia de 0,5 a 10 % p/v (por ejemplo, que variade 0,5a1a2a
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5 a 10 % pl/v) relativo al volumen reconstituido de la composicion. Como se indica a continuacion, las
composiciones liofilizadas de acuerdo con la presente divulgacion pueden proporcionarse con instrucciones con
respecto al volumen apropiado de fluido (por ejemplo, agua para inyectar, etc.) para ser utilizada para la
resuspension/reconstitucion de la composicion.

6. Excipientes adicionales

Como se discutio anteriormente, uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables, tales como sustancias de
regulacion biolégica, agentes de ajuste de tonicidad, y similares, también pueden estar también presentes en las
composiciones de particulas de la presente divulgacion.

7. Administraciéon

Una vez formuladas (y resuspendidas segun sea necesario), las composiciones de particulas de la divulgacion
pueden administrarse por via parenteral, por ejemplo, mediante inyeccion (que puede ser sin aguja), entre otras
vias de administracién. En este aspecto, las composiciones de particulas se suministran tipicamente liofilizadas
en un vial u otro recipiente que se suministra con un septo u otro medio adecuado para suministrar un medio de
resuspension (por ejemplo, agua para inyeccion) y para retirar la suspension resultante. También se puede
suministrar una jeringa adecuada para inyeccion. Las composiciones pueden inyectarse por via subcutanea,
intradérmica, intramuscular, intravenosa, intraarterial o intraperitoneal, por ejemplo. Otros modos de
administracion incluyen administracion nasal, mucosa, intraocular, rectal, vaginal, oral y pulmonar, y aplicaciones
transdérmicas o transcutaneas.

En algunas realizaciones, las composiciones de la presente divulgacion se pueden utilizar para la administracion
dirigida especifica al sitio diana. Por ejemplo, la administracion intravenosa de las composiciones puede
utilizarse para dirigirse al pulmon, al higado, al bazo, a la circulacion sanguinea o a la médula 6sea.

El tratamiento puede llevarse a cabo de acuerdo con un programa de dosis Unica o un programa de dosis
multiple. Un esquema de dosis multiple es uno en el que se puede administrar un curso primario de
administracion, por ejemplo, con 1-10 dosis separadas, seguidas de otras dosis administradas en intervalos de
tiempo subsiguientes, elegidas para mantener y/o para reforzar la respuesta terapéutica, por ejemplo a los 1-4
meses para una segunda dosis, y si es necesario, una dosis posterior después de varios meses. El régimen de
dosificacion también estara, al menos en parte, determinado por la necesidad del sujeto y dependera del juicio
del médico.

Ademas, si se desea la prevencion de la enfermedad, las composiciones se administran generalmente antes de
la llegada de la aparicién primaria de la infeccion o el trastorno de interés. Si se desean otras formas de
tratamiento, por ejemplo, la reduccion o eliminacion de los sintomas o las recurrencias, las composiciones se
administran generalmente después de la llegada de la aparicion primaria de la infeccion o el trastorno de interés.

7. Kits

Esta divulgacion abarca kits que pueden simplificar la administracion de cantidades apropiadas de
composiciones inmunoldgicas a un sujeto.

Un kit tipico de la divulgacién comprende una forma de dosificacion unitaria de una composicion de particulas
liofilizadas de acuerdo con la divulgacion (es decir, una que comprende, entre otros, un replicon de ARN
adsorbido a particulas cargadas positivamente), preferiblemente en un recipiente sellado.

En ciertas realizaciones, tal contenedor sellado se puede proporcionar junto con una etiqueta que indique uno o
mas miembros del grupo que consiste en lo siguiente: (a) informaciéon de almacenamiento, (b) informacién de
dosificacion, e (c) instrucciones sobre cédmo administrar la formacion de microparticulas. Para composiciones
liofilizadas, las instrucciones incluiran tipicamente el volumen de fluido (por ejemplo, agua para inyeccion, etc.)
que se utilizara para la resuspensién/reconstitucion de la composicion. En algunos casos, el contenedor sellado y
la etiqueta pueden estar contenidos dentro de un material de embalaje apropiado.

Los kits de la divulgacion pueden comprender, ademas, un recipiente sellado que contiene uno o mas
adyuvantes inmunolégicos. Los adyuvantes pueden estar en forma liofilizada o proporcionarse en forma de un
fluido acuoso.

Los kits de la divulgacion pueden comprender, ademas, un recipiente sellado que contiene un vehiculo
farmacéuticamente aceptable que puede utilizarse para suspender y administrar la composicion de particulas
liofilizadas y en algunas realizaciones para suspender/disolver cualquier composicion adyuvante que se
suministre.

El kit puede incluir, ademas, uno o mas dispositivos que pueden utilizarse para administrar las composiciones de
la divulgacion a un sujeto vertebrado. Ejemplos de dichos dispositivos incluyen, entre otros, jeringas, bolsas de
goteo e inhaladores.
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Por ejemplo, se puede utilizar una jeringa para introducir un vehiculo farmacéuticamente aceptable adecuado
(por ejemplo, agua para inyectar) en una composicion de particulas liofilizadas de acuerdo con la divulgacion (es
decir, una que comprende, entre otros, un replicon de ARN adsorbido a particulas cargadas positivamente). La
suspension resultante que contiene particulas puede retirarse del recipiente y administrarse a un sujeto.

C. Experimental

A continuacion, se muestran ejemplos de realizaciones especificas para llevar a cabo la presente divulgacion.
Ejemplos se ofrecen solo con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente divulgacion de
ninguna manera.

Se han realizado esfuerzos para garantizar la precision con respecto a los numeros utilizados (por ejemplo,
cantidades, temperaturas, etc.), pero, por supuesto, se deben permitir algunos errores y desviaciones
experimentales.

Ejemplo 1. Sintesis de ARN

El ADN de plasmido que codifica los replicones de alfavirus sirvié como plantilla para la sintesis de ARN in vitro.
El plasmido que codifica para pT7-mVEEV-FL.RSVF (A317) se muestra en la Figura 1 (SEQ ID NO: 1); el
plasmido que codifica pT7-mVEEV-FASE (A306) se muestra en la Figura 2 (SEQ ID NO: 2); y el plasmido que
codifica para el ARN autorreplicante de VEE/SIN que contiene RSV-F de longitud completa y a el promotor SP6
(A4) se muestra en la Figura 3 (SEQ ID NO: 3). Los replicones contienen los elementos genéticos necesarios
para la replicacion del ARN, pero carecen de los que codifican para los productos genéticos necesarios para el
ensamblado de particulas; Los genes estructurales del genoma del alfavirus se reemplazan por secuencias que
codifican para una proteina heterdloga. Después de la entrega de los replicones a las células eucariotas, el ARN
de cadena positiva se traduce para producir cuatro proteinas no estructurales, que juntas replican el ARN
gendémico y transcriben ARNm subgendémico de manera abundante codificando para el producto génico
heterélogo. Debido a la falta de expresion de las proteinas estructurales del alfavirus, los replicones son
incapaces de inducir la generacion de particulas infecciosas. El promotor de bacteriéfagos (T7 6 SP6) rio arriba
del ADNc del alfavirus facilita la sintesis del ARN replicon in vitro y la ribozima del virus de la hepatitis delta
(VHD) inmediatamente rio abajo de la cola poli (A) genera el extremo 3' correcto a través de su actividad de
autoescision.

Posterior a la linealizacion del ADN plasmidico rio abajo de la ribozima VHD con una endonucleasa de restriccion
apropiada, se sintetizaron transcripciones de escorrentia in vitro utilizando UNA ARN polimerasa dependiente de
ADN derivada deL bacteriofago T7 o SP6. Las transcripciones se realizaron durante 2 horas a 37 °C en
presencia de 7,5 mM (de ARN polimerasa T7) o 5 mM (de ARN polimerasa SP6) de cada uno de los nucledsidos
trifosfato (ATP, CTP, GTP y UTP) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante (Ambion, Austin,
TX). Después de la transcripcion, la plantilla de ADN fue direccionada con DNasa TURBO (Ambion, Austin, TX).
El replicon de ARN se precipitdé con LiCl y se reconstituyd en agua libre de nucleasas. Para generar ARN
bloqueados, las reacciones de transcripcion in vitro se complementaron con 6 mM (de ARN polimerasa T7) o 4
mM (de ARN polimerasa SP6) analogos de la estructura de la cubierta de ARN (New England Biolabs, Beverly,
MA) mientras que disminuia la concentracion de GTP a 1,5 mM (ARN polimerasa T7) o 1 mM (ARN polimerasa
SP6). Alternativamente, el ARN sin tapa se cubrié postranscripcionalmente con Vaccinia Capping Enzyme (VCE)
utilizando el ScriptCap m7G Capping System (Epicentre Biotechnologies, Madison, WI) como se describe en el
manual del usuario. EI ARN cubierto postranscripcionalmente se precipitd con LiCl y se reconstituyé en agua
libre de nucleasas. La concentracion de las muestras de ARN se determiné midiéndolas a una densidad 6ptica a
260 nm. La integridad de las transcripciones in vitro se confirmé mediante una electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante.

Ejemplo 2. Formacion de liposomas de DOTAP.

Para la formacion de liposomas de DOTAP, se disolvieron 24 mg de DOTAP (Lipoid, Ludwigshafen Alemania) en
10 ml de diclorometano y se agregaron a 40 ml de agua con PVA al 0,25 % p/v. La mezcla se homogeneizé
utilizando el homogeneizador Omni Macro (Omni International) a 12,900 rpm durante 10 minutos. La emulsion
resultante se agité a 1000 rpm durante 2 horas en una campana de ventilacion para evaporar el diclorometano.
Se dializaron 10 ml de liposomas contra 2L de agua durante la noche a temperatura ambiente utilizando
membranas de corte de peso molecular de 100 kDa (Spectrum Laboratories, EE.UU). Los liposomas dializados
se almacenaron a 2-8 °C.

Ejemplo 3. Formacion de microparticulas de PLG.

Para la formaciéon de microparticulas de PLG, 0 mg (0 % p/p), 6 mg (1 % p/p), 24 mg (4 % p/p) o 60 mg (10 %
p/p) de DOTAP se disolvieron junto con 600 mg de RG503 PLG (Boehringer Ingelheim, EE.UU) En 10 ml de
diclorometano y se afiadié a 40 ml de agua con 0,25 % p/v de PVA. La mezcla se homogeneizo utilizando un
homogeneizador Omni Macro (Omni International) a 12,900 rpm durante 10 minutos. La emulsion resultante se
agitd a 1000 rpm durante 2 horas en una campana de ventilacion para evaporar el diclorometano. Se dializaron
10 ml de microparticulas de PLG contra 2L de agua durante la noche a temperatura ambiente utilizando
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membranas de corte de peso molecular de 100 kDa (Spectrum Laboratories, EE.UU). Las microparticulas de
PLG dializadas se almacenaron a 2-8 °C.

Para la evaluacion de diferentes tensioactivos catidnicos, se utilizaron 24 mg de DDA (Avanti Polar Lipids,
EE.UU. 6 DC-Colesterol (Avanti Polar Lipids, EE.UU) En lugar de DOTAP como se describe para la formulacion
anterior del 4 % p/p.

Ejemplo 4. Adsorcion de ARN a Microparticulas y Liposomas.

Para la adsorcion de ARN en el Ejemplo 10 a continuacion, se agregaron gota a gota 100 yl de 100 pyg/ml de
ARN A306 (Ejemplo 1, Figura 2, SEQ ID NO: 2) a 1,4 ml (1 % p/p), 350 pL (4 % p/p), o 140 pL (10 % p/p) de
microparticulas de PLG. En el caso del 0 % p/p de microparticulas de PLG, se preincubaron 350 ul de
microparticulas de PLG con 350 pii de liposomas de DOTAP (véase el Ejemplo 2 anterior) durante 30 minutos,
seguido por la adicion de ARN. La muestra se dejé reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. A cada
vial, se le agregaron 300 pl de manitol al 15 % p/v y 100 pl de sacarosa al 15 % plv, y la muestra se liofilizo
durante la noche utilizando un liofilizador de mesa (LabConco, EE.UU). Los viales liofilizados se almacenaron a
2-8 °C.

La proporcién N:P (nitrégeno a fosfato) se calcula de la siguiente forma: el nitrdgeno protonado en el tensioactivo
catiénico (es decir, DOTAP, DDA 6 DC-Colesterol) y los fosfatos en el ARN se utilizan para este calculo. Se
asumio que cada 1 pg de molécula de ARN autorreplicante contenia 3 nanomoles de fosfato aniénico, se asumio
que cada microgramo de DOTAP contenia 1,4 nanomoles de nitrégeno catiénico, y se asumié que cada
microgramo de DDA contenia 1,6 nanomoles de nitrégeno cationico y se asumié que cada microgramo de DC-
Colesterol contenia 1,9 nanomoles de nitrégeno cationico.

Segun el PLG recuperado, en el Ejemplo 13, se adsorbieron 12 ug de ARN A4 (Ejemplo 1, Figura 3, SEQ ID NO:
3) a microparticulas de PLG en diferentes proporciones N:P utilizando 470 pyL (N:P = 10:1), 187 pl (N:P =4:1) 6
12 pl (N:P = 1:4) de 4 % p/p de PLG/DOTAP; utilizando 346 pl (N:P = 10:1), 138 pl (N:P =4:1) 0 9 pl (N:P = 1:4)
de 4 % p/p de PLG/DDA; y utilizando 335 pl (N:P = 10:1), 134 pl (N:P =4:1) u 8 ul (N: P =1:4) de 4 % p/p de
PLG/DC-Colesterol. Las formulaciones se liofilizaron como se describié anteriormente.

Para la adsorcion de ARN en una proporcion N:P de 10:1 utilizando liposomas de DOTAP como en el Ejemplo
10, se agregaron gota a gota 100 ul de 100 pg/ml de ARN a 350 pl de liposomas de DOTAP (véase el Ejemplo 2
anterior). La muestra se dejoé reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. A cada vial, se le agregaron
300 pl de manitol al 15 % p/v y 100 pl de sacarosa al 15 % pl/v, y la muestra se liofilizd durante la noche
utilizando un liofilizador de mesa (LabConco,EE.UU). Los viales liofilizados se almacenaron a 2-8 °C.

Ejemplo 5. Formacion de Nanoparticulas de PLG.

Se formaron nanoparticulas de PLG cargadas positivamente que contenian un polimero biodegradable y un
agente tensioactivo catidnico utilizando el procedimiento de extraccion con solvente. Especificamente, se
disolvieron 500 mg de RG503 PLG y 5 mg (1 % p/p) 0 20 mg (4 % p/p) de DOTAP en 50 ml de acetona (Tipo ).
Para nanoparticulas de PLG basadas en acetato de etilo (Tipo Il), se disolvieron 500 mg de RG503 PLG y 20 mg
(4 % p/p) de DOTAP en 50 ml de acetato de etilo. La solucion de PLG/DOTAP se afiadio gota a gota a 50 ml de
agua con un homogeneizador utilizando Omni Macro Homogenizer (Omni International) a 1000 rpm. Después de
completar la adicion, la velocidad de homogeneizacion se incrementé a 6000 rpm durante 30 segundos. La
suspension de particulas se agité a 150 rpm durante la noche en un agitador orbital DS-500 (VWR International,
EE.UU) para evaporar la acetona o el acetato de etilo. La suspension de particulas se filtro utilizando un filtro de
células estériles de 40 um (BD Biosciences, EE.UU) para eliminar los agregados grandes.

Se prepararon dos lotes de nanoparticulas de PLG/DOTAP al 4 % p/p utilizando el procedimiento descrito
anteriormente con solvente de acetona. Cada lote se caracterizd por el tamafio de particula y el potencial zeta
como se describe en el Ejemplo 7, a continuacion. El Lote #1 (utilizado en el Ejemplo 10) y el Lote #2 (utilizado
en el Ejemplo 11) tenian tamafos de particula Z promedio de 220 y 194 nm, respectivamente, y potenciales zeta
de +57,7 y +66,8 mV, respectivamente.

Ejemplo 6. Adsorcion de ARN a Nanoparticulas

Basado en la recuperacion de nanoparticulas de PLG, para la adsorcion de ARN en los Ejemplos 10 y 11 a una
proporcion N:P de 10:1, se agregaron gota a gota 100 pl de 100 pg/ml de ARN a 3,2 ml (1 % p/p) u 800 pl (4 %
p/p) de nanoparticulas de PLG del Ejemplo 5. Para cada vial, se afiadieron 300 ul de 15 % p/v de manitol, 100 pl,
15 % p/v de sacarosa y 25 pl (1 % p/p) o 6 pl (4 % p/p) de PVA al 4 % plv, y la muestra se liofilizé durante la
noche utilizando un liofilizador de mesa (LabConco, EE. UU.). Los excipientes corresponden al 4,5 % p/v de
manitol y 1,5 % p/v de sacarosa en el volumen de reconstitucion final, y 10 % p/p de PVA. Los viales liofilizados
se almacenaron a 2-8 °C.

Ejemplo 7. Medicion del tamaiio de particula y del potencial Zeta.
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El tamafio de particula de los liposomas y de las nanoparticulas de DOTAP se midié utilizando un Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Los tamafios de particula se reportaron como Z-Promedio (ZProm), junto con el indice de polidispersion (pdi).
Todas las muestras se diluyeron 50 veces en agua antes de las mediciones.

El tamafio de particula de las microparticulas se midi6 usando un medidor de particulas Horiba LA-930 (Horiba
Scientific, EE. UU.). Las muestras de microparticulas se diluyeron 200 veces antes de las mediciones. El tamafio
de particula se indica como D (v, 0,5) (designado como "D50" en la Tabla 2, que se muestra a continuacion) y D
(v, 0,9) (designado como "D90" en la Tabla 2, que se muestra a continuacion).

El potencial Zeta para microparticulas y para nanoparticulas se midié utilizando Zetasizer Nano ZS utilizando
muestras diluidas 50 veces de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 8. Electroforesis en Gel.

La electroforesis en gel desnaturalizante se realizd para evaluar la integridad del ARN después del proceso de
formulacion y para evaluar la proteccion de la ARNasa del ARN adsorbido. El gel se molde6 de la siguiente
manera: se agregaron 0,4 g de agarosa (Bio-Rad, Hercules, CA) a 36 ml de agua tratada con DEPC y se calentd
en un microondas hasta que se disolvié y posteriormente se enfri6 hasta que solamente estuvo caliente.
Posteriormente se agregaron 4 ml de un regulador de gel desnaturalizante 10x (Ambion, Austin, TX) a la solucion
de agarosa. El gel se vertio y se dejo reposar durante al menos 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, el
gel se coloco en un tanque de gel, y se agregé 1x de regulador Northernmax (Ambion, Austin, TX) para cubrir el
gel por unos pocos milimetros.

Ejemplo 9. Ensayo de Proteccion de ARNasa

Se realizd6 un ensayo de proteccion de ARNasa para microparticulas y para nanoparticulas con ARN A4
adsorbido (Ejemplo 1, Figura 3, SEQ ID NO: 3) y ARN A306 (Ejemplo 1, Figura 2, SEQ ID NO: 2),
respectivamente. La digestion con ARNasa se logré mediante la incubacion de microparticulas de PLG del
Ejemplo 4 (utilizadas en el Ejemplo 13) y las nanoparticulas de PLG del Ejemplo 6 (utilizadas en el Ejemplo 11)
con 3,8 mAU de ARNasa A por microgramo de ARN (Ambion, Hercules y CA) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La ARNasa se inactivé con proteasa K (Novagen, Darmstadt, Alemania) incubando la muestra a 55 °C
durante 10 minutos. Después de la inactivacion de la ARNasa, se agregaron 1000 pg de sulfato de heparina por
microgramo de ARN para desorber el ARN de las particulas de PLG a la fase acuosa. Como control para cada
muestra, el ARN se desorbio de las particulas de PLG no tratadas utilizando 1000 ug de sulfato de heparina por
pg de ARN para determinar la integridad del ARN adsorbido. Las muestras se mezclaron mediante agitacion con
vortex durante unos segundos y luego se colocaron en una centrifuga durante 15 minutos a 12000 rpm.

Para determinar la eficacia de adsorcion de ARN, las particulas de PLG sin ningun tratamiento se centrifugaron
durante 15 minutos a 12000 rpm.

En todos los casos, el sobrenadante se elimind y se utilizd para analizar el ARN.

Antes de la carga (400 ng de ARN por pozo) (cantidad tedrica suponiendo que todo el ARN esta adsorbido y todo
esta desorbido), todas las muestras se incubaron con colorante de carga con formaldehido, se desnaturalizaron
durante 10 minutos a 65°C y se enfriaron a temperatura ambiente. Se utilizaron los marcadores Ambion
Millennium para aproximar el peso molecular del constructo de ARN. El gel se corrié a 90 V. El gel se tifié con
0,1 % de SYBR Gold de acuerdo con las pautas del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA) en agua oscilando a
temperatura ambiente durante 1 hora. Las imagenes de gel se tomaron en un sistema de imagenes Bio-Rad
Chemidoc XRS (Hercules, CA). Se muestran los geles de ensayo de proteccion de ARNasa para nanoparticulas
y microparticulas de PLG, en las Figuras 4 y 5, respectivamente. En la Figura 4, las nanoparticulas de PLG se
evaluaron a una proporcion de N:P de 10:1. En la Figura 5, las microparticulas se evaluaron a proporciones de
N:P de 10:1, 4:1y 1:4.

Los resultados en la Figura 4 muestran que el ARN esta completamente adsorbido a las nanoparticulas de PLG
(Tipo 1) y permanece intacto como se muestra por desorcion usando sulfato de heparina y que las nanoparticulas
de PLG (Tipo I) protegen el ARN adsorbido de la degradacion por ARNasa. Se observé que el ARN estaba
completamente adsorbido a las nanoparticulas de PLG (Tipo Il), pero no se desorbia completamente de las
nanoparticulas de PLG utilizando sulfato de heparina, lo que sugiere una mayor adsorcion de ARN a las
nanoparticulas de Tipo Il. Estos resultados demuestran que las nanoparticulas de PLG (Tipo ) adsorben el ARN
y protegen al ARN de la degradacion por ARNasas.

La Figura 5 muestra que el ARN esta completamente adsorbido a microparticulas de PLG en N:P a 10:1,
parcialmente adsorbido en N:P a 4: 1 y casi completamente sin adsorber en N:P a 1:4. Tras la desorcién de ARN
de microparticulas de PLG, se muestra que el ARN esta intacto en todas las proporciones de N:P. EI ARN
adsorbido a las microparticulas de PLG en N:P a 10:1 y 4:1 mostr6 proteccion cuando se tratdé con ARNasa,
mientras que el ARN adsorbido a las microparticulas de PLG en N:P a 1:4 fue digerido por ARNasa. Estos
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resultados demuestran que la adsorcion de ARN a microparticulas de PLG es necesaria para proporcionar
proteccion contra la degradacion por ARNasa.

Ejemplo 10. Ensayo 1 de la Fosfatasa Alcalina secretada (FASE).

Para evaluar la cinética y la cantidad de producciéon de antigeno in vivo, 1 pg (microgramo) de un replicon de
ARN que expresa fosfatasa alcalina secretada (FASE) (Ejemplo 1, SEQ ID NO: 2, también denominado "A306" o
"vA306") se administré con y sin formulacion a ratones mediante inyeccion intramuscular. Se inmunizaron grupos
de 5 ratones hembras BALB/c de 8 a 10 semanas que pesaban aproximadamente 20 gramos.

Como control positivo, un grupo fue inyectado con particulas del replicon viral (PRV) a una dosis de 5x10°
unidades infecciosas (Ul) (véase el Ejemplo 12) (designado "5x105 Ul FASE PRV" en las Figuras 6A-6B y
"PRV" en la Tabla 1).

En otro grupo, el ARN autorreplicante desnudo se administré en PBS IX libre de ARNasa (designado "vA306" en
las Figuras 6A-6B y "ARN A306 desnudo" en la Tabla 1).

En otro grupo, el ARN autorreplicante se adsorbié a los liposomas DOTAP preparados como se describe en el
Ejemplo 4 con una relacion N: P de 10: 1 (designada como "1ug vA306 + DOTAP Liposomas" en las figuras 6A-
6By " Liposomas DOTAP "en las Tablas 1y 2).

Para evaluar el efecto de las microparticulas de PLG administradas juntamente con liposomas de DOTAP, los
liposomas de DOTAP se incubaron previamente con 0 % p/p de microparticulas de PLG (sin DOTAP) seguido de
la adicion de ARN como se describe en el Ejemplo 4 (designado "0 % de PLG Liposomas MP + DOTAP "en la
Tabla 1y "0 % PLG MP "en la Tabla 2).

En otros grupos, se utilizaron microparticulas de PLG que contenian DOTAP en diferentes proporciones en peso
con respecto a PLG, especificamente, 1 %, 4 % y 10 % p/p. También se utilizaron nanoparticulas de PLG que
contenian DOTAP en proporciones en peso a PLG de 1 % y 4 % p/p.

En particular, los grupos de ratones a los se les inyectd lo siguiente: (1) ARN autorreplicante adsorbido en
microparticulas de PLG/DOTAP al 1 % p/p preparadas como se describe en el Ejemplo 4 con una proporcion N:P
de 10:1 (designado "1 % PLG MP" en las Tablas 1 y 2); (2) ARN autorreplicante adsorbido al 4 % p/p de
microparticulas PLG/DOTAP preparadas como se describe en el Ejemplo 4 con una proporcion N:P de 10:1
(designada como "1ug vA306 + PLG 4 % DOTAP MP" en las Figuras 6Ay 6B y "4 % PLG MP" en las Tablas 1y
2); (3) ARN autorreplicante adsorbido a 10 % p/p de microparticulas de PLG/DOTAP preparadas como se
describe en el Ejemplo 4 con una proporcion N:P de 10:1 (designada "10 % de PLG MP" en las Tablas 1y 2); (4)
ARN adsorbido a 1 % p/p de nanoparticulas de PLG/DOTAP preparadas como se describe en el Ejemplo 6 con
una proporcion N:P de 10:1 utilizando acetona como solvente (designado "1 % de PLG NP" en las Tablas 1y 2);
y (5) ARN adsorbido a 4 % p/p de nanoparticulas de PLG/DOTAP preparadas como se describe en el Ejemplo 6
con una proporcién N:P de 10:1 utilizando acetona como solvente (designado "terminal vA306 + PLG 4 %
DOTAP NP" en las Figuras 6Ay 6By "4 % PLG NP" en las Tablas 1y 2).

Se administré una dosis de 100 yl a cada raton (50 pl por sitio) en el musculo cuadriceps. Se tomaron muestras
de sangre 1, 3y 6 dias después de la inyeccion. El suero se separd de la sangre inmediatamente después de la
recoleccion y se almacend a -30 °C hasta su uso.

Para analizar el suero se utilizo el sistema Phospha-Light (Applied Biosystems, Bedford, MA) quimioluminiscente
FASE para analizar el suero. Los sueros de raton se diluyeron 1:4 en regulador de dilucion IX Phospha-Light. Las
muestras se colocaron en un bafio de agua sellado con lamina de aluminio y se inactivaron por calor durante 30
minutos a 65 °C. Después de enfriar en hielo durante 3 minutos y equilibrar a temperatura ambiente, se
agregaron 50 ul de regulador de ensayo Phospha-Light a los pozos y las muestras se dejaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Posteriormente, se agregaron 50 ul de regulador de una reaccién que contenia 1:20
CSPD® (sustrato de fosfato alcalino quimioluminiscente) y la luminiscencia se midié6 después de 20 minutos de
incubacion a temperatura ambiente. La luminiscencia se midié en un luminémetro Berthold Centro LB 960 (Oak
Ridge, TN) con una integracion de 1 segundo por pozo. La actividad de la FASE en cada muestra se midi6 por
duplicado y se tomé la media de estas dos mediciones.

Los resultados se muestran en las Figuras 6A y 6B y en la Tabla 1. Como se observa en estos datos, los niveles
séricos de FASE aumentaron cuando el ARN se adsorbié a las nanoparticulas de PLG en relacién con el control
de ARN desnudo y las microparticulas de PLG. La expresién de FASE en el dia 6 aumenté cuando el ARN se
adsorbio a las nanoparticulas de PLG en relacion con el control de PRV, pero la cinética de la expresion fue muy
diferente.
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Tabla 1.

Grupo Dosis Dia 1 Dia 3 Dia 6

PRV 5x10°Ul | 105,829 | 38,546 | 56,155

ARN desnudo A306 1 1,212 6,007 | 95,380
1% PLG MP 1 1,103 | 10,083 | 109,168

4 % PLG MP 1 950 5,208 | 46,920
10 % PLG MP 1 1,222 6,775 | 137,121
Liposomas de DOTAP 1 1,131 11,800 | 206,007
0 % PLG MP + Liposomas de DOTAP 1 1,179 4,740 | 35,194
1% PLG NP 1 990 4,117 | 64,765
4 % PLG NP 1 1,528 | 49,233 | 600,080

El tamafo de las particulas y el potencial zeta para varias de las formulaciones también se midieron como se
describe en el Ejemplo 7 y los resultados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.
Grupo ZProm para D50/D90 (um) (para PDI (para Potencial
nanoparticulas (hnm) | microparticulas) nanoparticulas) Zeta (mV)
0 % PLG MP N/A 0,74/1,84 N/A N/A
1% PLG MP N/A 0,60/0,92 N/A 48,9
4 % PLG MP N/A 0,87/3.11 N/A 62,2
10 % PLG MP N/A 0,77/2,66 N/A 66,2
Liposomas de 179,2 0,203 43,8
DOTAP
1 % PLG NP 297,6 0,201 26,4
4 % PLG NP 2445 0,127 57,7

Como puede observarse en los datos anteriores, el proceso de formulacion produjo nanoparticulas de PLG con
un tamafio de particula promedio tipico de ~200 nm y microparticulas de PLG con un tamafio de particula medio
de ~1 um.

Ejemplo 11. Ensayo 2 de la Fosfatasa Alcalina secretada (FASE).

Como se muestra en el Ejemplo 9, se administr6 1 ug (microgramo) de un replicon de ARN que expresa
fosfatasa alcalina secretada (SEAP) con y sin formulacion a ratones mediante una inyeccion intramuscular. Se
inmunizaron grupos de 5 ratones hembras BALB/c de 8 a 10 semanas que pesaban aproximadamente 20
gramos.

Como control, se inyecté a un grupo de ratones con ARN autorreplicante desnudo en PBS IX sin ARNasa
(denominado "ARN A306 desnudo" en la Tabla 3). En otros grupos, las formulaciones contenian ARN adsorbido
a las nanoparticulas de PLG con DOTAP en una proporcién en peso a PLG de 4 % p/p (véase Ejemplo 6). Las
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nanoparticulas de PLG que se evaluaron en este estudio se sintetizaron utilizando acetona (Tipo I) o acetato de
etilo (Tipo Il) como solvente organico. El ARN se adsorbié en todas las formulaciones evaluadas a N:P de 10:1.

Se administré una dosis de 100 yl a cada raton (50 pl por sitio) en el misculo cuadriceps. Se tomaron muestras
de sangre 1, 3 y 6 dias después de la inyeccion. El suero fue separado de la sangre inmediatamente después de
la recoleccion y se almacend a -30 °C hasta su uso. Para analizar el suero se us6 un sistema Phospha-Light
SEAPE (Applied Biosystems, Bedford, MA) quimioluminiscente para analizar el suero. Los resultados se
muestran en la Tabla 3y en la Figura 7.

Tabla 3.
Grupo Dosis (pg) Dia 1 Dia 3 Dia 6
ARN desnudo 1 1,164 6,435 41,668
A306
4 % PLG NP 1 998 9,423 108,888
Tipo |
4 % PLG NP 1 1,206 2,091 3,069
Tipo Il

Como se puede observar en la Tabla 3 y en la Figura 7, los niveles de FASE en suero aumentaron cuando el
ARN se adsorbié a las nanoparticulas de PLG de Tipo | en relacion con el control de ARN desnudo y las
nanoparticulas de PLG de Tipo Il

El tamafio de particula y el potencial zeta para las formulaciones de nanoparticulas también se midieron como se
describe en el Ejemplo 7 y los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.
Grupo Zprom para nanoparticulas PDI (para Potencial Zeta
(nm) nanoparticulas) (mV)
PLG Tipo | (acetona) 215,5 0,121 66,8
PLG Tipo Il (acetato de 547.8 0,527 41,0
etilo)

Como se observa en la Tabla 4, el proceso de formulacion produjo nanoparticulas de PLG (sintetizadas
utilizando acetona) con un tamafio de particula de 200 nm (Tipo |). Las nanoparticulas de PLG sintetizadas
utilizando acetato de etilo tenian un tamafio de particula inicial de 200 nm preliofilizacion, pero se agregaban a
un tamafio de particula de 600 nm después de la adsorcién y de la liofilizacion de ARN (Tipo II).

Ejemplo 12. Particulas de replicones virales (PRV)

Para comparar las vacunas de ARN con las metodologias tradicionales de vectores de ARN para lograr la
expresion in vivo de genes o antigenos reporteros, se utilizaron particulas de replicén viral (PRV) producidas en
células BHK mediante los procedimientos descritos por Perri et al., "An alphavirus replicon particle chimera
derived from venezuelan equine encephalitis and sindbis viruses is a potent gene-based vaccine delivery vector
"J Virol 77: 10394-10403 (2003). En este sistema, los replicones del antigeno (o gen reportero) consistian en
replicones quiméricos de alfavirus (PRV) derivados del genoma del virus de la encefalitis equina venezolana
(VEEV) disefiados para contener las secuencias del extremo 3' (3'UTR) del virus Sindbis y una sefal de
empagquetamiento del virus Sindbis (ES) (véase la Figura 2 de Perri et al). Estos replicones se empaquetaron en
PRVs al co-electroporarlos en células de rifidon de hamster cachorro junto con los ARN auxiliares defectuosos
que codifican para los genes de la capside y la glicoproteina del virus Sindbis (véase la Figura 2 de Perri et al).
Los PRV se colectaron y se valoraron por procedimientos estandar y se inocularon en animales en un fluido de
cultivo u en otros tampones isoténicos.

Ejemplo 13. Estudios de inmunogenicidad murina.

El replicon A4 que expresa la glicoproteina de fusion superficial del virus sincitial respiratorio (RSV-F) se utilizd
para este experimento (Ejemplo 1, SEQ ID NO: 3) también denominado "A4". Los ratones BALB/c, 10 animales
por grupo, se les administraron vacunas bilaterales intramusculares (50 ul por pierna) en los dias 0 y 14 con lo
siguiente: (1) ARN autorreplicante desnudo (A4, 1 ug y 10 pg), y (2) Formulaciones de microparticulas de PLG (1
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pg de ARN/dosis) preparadas utilizando particulas sintetizadas utilizando DOTAP, DDA o DC-Colesterol en una
proporcidon en peso a PLG de 4 % p/p (véase el Ejemplo 3), seguido por la adsorcion de ARN A4 a estas
microparticulas de PLG en proporciones N:P de 10:1, 4:1 y 1:4 (véase el Ejemplo 4). El suero se recogi6 para el
analisis de anticuerpos en los dias 13 (2wp1) y 28 (2wp2).

Las muestras de suero individuales se analizaron para determinar la presencia de IgG especifica de RSV F
mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Las placas de ELISA (MaxiSorp 96-pozos,
Nunc) se recubrieron durante la noche a 4°C con 1 yg/ml de RSV F purificado (delp23-furdel-trunc no escindido)
en PBS. Después del lavado (PBS con Tween-20 al 0,1 %), las placas se bloquearon con el regulador
Superblock Blocking en PBS (Thermo Scientific) durante al menos 1,5 horas a 37 °C. Posteriormente, cuando se
lavaron las placas, se afiadieron diluciones seriadas de suero en el diluyente del ensayo (PBS con Tween-20 al
0,1 % y suero de cabra al 5 %) de ratas control y de ratas experimentales, y las placas se incubaron durante 2
horas a 37 °C. Después del lavado, las placas se incubaron con IgG de rata de algodon conjugada con
peroxidasa de rabano picante (HRP) (Immunology Consultants Laboratory, Inc, diluida 1:5000 en diluyente de
ensayo) durante 1 hora a 37 ° C. Finalmente, las placas se lavaron y se agregaron a cada pozo 100 pl de
solucion de sustrato de peroxidasa TMB (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc). Las reacciones se detuvieron
mediante la adicion de 100 pyl de H3PO4 1 M y se leyo la absorbancia a 450 nm utilizando un lector de placas.
Para cada muestra de suero, se generé una grafica de la densidad 6ptica (DO) frente al logaritmo de la dilucién
reciproca del suero mediante una regresion no lineal (GraphPad Prism). Los titulos se definieron como la dilucién
de suero reciproco a una DO de aproximadamente 0,5 (sueros agrupados normalizados al estandar de ratas de
algododn infectadas con RSV con un titulo definido de 1:2500 que se incluyd en cada placa).

Los titulos de 1gG en suero especificos a F de los dias 13 y 28 para ratones inmunizados con ARN desnudo y
ARN adsorbido a microparticulas de PLG que contienen DOTAP, DDA vy colesterol DC en proporciones N:P de
10:1, 4:1 y 1:4 se observan en la figura 7A. Los titulos de IgG en suero normalizados a los titulos de 1 ug de ARN
desnudo en el dia 28 se muestran en la figura 7B.

Las microparticulas de PLG mostraron un aumento de 1 a 4 veces en los titulos de IgG especificos a F sobre el
ARN desnudo. Los resultados demuestran que las formulaciones de PLG se pueden utilizar para administrar
ARN autorreplicante en proporciones N:P que varian de 1:4 a 10:1.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion inmunogénica que comprende (a) nanoparticulas cargadas positivamente que comprenden
un polimero biodegradable y un tensioactivo cationico, en la que el polimero biodegradable es un poli (o-
hidroxiacido) y las nanoparticulas tienen un valor promedio de Z del tamafio de particula promedio entre 50 y 500
nanometros; (b) un replicon de ARN que comprende al menos un polinucledtido que codifica al menos para un
antigeno adsorbido en dichas nanoparticulas cargadas positivamente; y (c) un tensioactivo no iénico.

2. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 1, en la que la composicién comprende del 1 % al 10 %
(p/p) de un tensioactivo catidnico en relacion con el polimero.

3. La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2, en la que las nanoparticulas
tienen un valor de tamafio de particula medio Z entre 100 y 500 nandémetros, o entre 250 y 500 nanémetros.

4. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que las nanoparticulas
tienen un potencial zeta que es mayor que +20 mV, por ejemplo, que van desde +20 mV a +25 mV a +30 mV a
+35mVa+40mVa+45mV a +50 mV a +55 mV a +60 mV o mas.

5. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el polimero
biodegradable es:

(i) una poli(lactida-co-glicolida); y/o (ii) una poli(lactida-co-glicolida) que tiene una proporcion molar de
lactida:glicolida que varia de 40:60 a 60:40.

6. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que: (i) el tensioactivo
catiénico se selecciona de sal de (1,2-dioleoiloxipropilo)-N,N,N-trimetilamonio (DOTAP), sal de
dimetildioctadecilamonio (DDA) y 3-beta-[N-(N',N'-dimetilaminoetano)carbamoil] colesterol (DC-Col); y/o (ii) el
tensioactivo catidonico comprende un grupo amonio y una cadena de hidrocarburo saturada o insaturada que
tiene entre 12 y 20 atomos de carbono.

7. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que dicho tensioactivo no iénico es un
poli(alcohol vinilico).

8. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicha
composicion comprende, ademas, al menos un componente adicional seleccionado de polioles, carbohidratos y
combinaciones de los mismos, por ejemplo en el que dicho al menos un componente adicional comprende (i) un
poliol y un carbohidrato; o (ii) un alditol y un sacarido.

9. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicho replicén
de ARN es un replicén de alfavirus, opcionalmente en el que el replicon de alfavirus se deriva de un alfavirus
seleccionado del grupo que consiste en: Sindbis (SIN), encefalitis equina venezolana (VEE), Virus de Semliki
Forest (SFV) y combinaciones de los mismos.

10. La composicién inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que el al menos un
antigeno se selecciona de un antigeno virico, un antigeno bacteriano y un antigeno tumoral.

11. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que el al menos un
antigeno es seleccionado de un virus de la gripe, un virus sincicial respiratorio (RSV), un virus de parainfluenza
(PIV), el virus de la hepatitis B (HBV), un virus de la hepatitis C (VHC), virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), virus del herpes simple (VHS) y el virus del papiloma humano (VPH), fiebre amarilla, gripe pandémica,
tuberculosis, dengue, norovirus, sarampion, rinovirus, virus del Nilo occidental, polio, hepatitis A vy
citomegalovirus (CMV).

12. La composicidon inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que ademas muestra un
adyuvante inmunoldgico, opcionalmente en el que: (i) el adyuvante inmunolégico se selecciona de pequefios
potenciadores inmunitarios de molécula, ligandos de receptores similares a Toll y oligonucledtidos
inmunoestimulantes; y/o (ii) el adyuvante inmunolégico esta adsorbido o atrapado dentro de nanoparticulas que
pueden ser iguales o diferentes de las nanoparticulas cargadas positivamente que comprenden al replicon de
ARN adsorbido.

13. La composicién inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que: (i) la
composicion inmunogénica es una composicion inyectable; y/o (ii) la composicién inmunogénica esta liofilizada.

14. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para uso en un
procedimiento para estimular una respuesta inmune en un animal huésped vertebrado que comprende la
administracion al animal de dicha composicion inmunogénica.

15. Un procedimiento para conformar la composicion inmunogénica definida en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, que comprende: (a) combinar (i) un primer liquido que comprende un polimero
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biodegradable de poli(a-hidroxiacido) y un tensioactivo cationico, disuelto en un solvente organico con (ii) un
segundo liquido que comprende agua, tras lo cual se forma una primera suspension de nanoparticulas que
comprende al polimero biodegradable y al tensioactivo catidnico, (b) adsorber un replicon de ARN que
comprende al menos un polinucleétido que codifica al menos un antigeno a las nanoparticulas en la primera
suspension para formar una segunda suspension, (c) agregar al menos un componente adicional que comprende
un tensioactivo no iénico a la segunda suspension para formar una tercera suspension, opcionalmente en el que
al menos un componente adicional se selecciona entre polioles, carbohidratos y combinaciones de los mismos, y
(d) liofilizar la tercera suspension.
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Figura 1A

ATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAAGTTCACGTT
GACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGCGGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGT
AGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTT
CAAAACTGATCGAAACGGAGGTGGACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCC
GCCCGCAGAATGTATTCTAAGCACAAGTATCATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGGAAGA
TCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATA
AGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCOGTCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACT
GAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGTTTACCA
GGATGTATACGCGGTTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGGGAGTTAGAG
TCGCCTACTGGATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGAACTTGGCTGGAGCATAT
CCATCATACTCTACCAACTGGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATG
CAGCTCTGACGTTATGGAGCGGTCACGTAGAGGGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGA
AACCATCCAACAATGTTCTATTCTCTGTTGGCTCGACCATCTACCACGAGAAGAGGGACTTA
CTGAGGAGCTGGCACCTGCCGTCTGTATTTCACTTACGTGGCAAGCAAAATTACACATGTCG
GTGTGAGACTATAGTTAGTTGCGACGGGTACGTCGTTAAAAGAATAGCTATCAGTCCAGGCC
TGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGGGATTCTTGTGCTGCAAA
GTGACAGACACATTGAACGGGGAGAGGGTCTCTTTTCCOGTGTGCACGTATGTGCCAGCTAC
ATTGTGTGACCAAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAAAAAC
TGCTGGTTGGGCTCAACCAGCGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACC
ATGAAAAATTACCTTTTGCCCGTAGTGGCCCAGGCATTTGCTAGGTGGGCAAAGGAATATAA
GGAAGATCAAGAAGATGAAAGGCCACTAGGACTACGAGATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTT
GTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGATAACATCTATTTATAAGCGCCCGGATACCCAAACCATC
ATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTGCCCAGGATAGGCAGTAACACATTGGA
GATCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACAAGGAGCCGTCACCTCTCA
TTACCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATGAGGCTAAGGAGGTGCGTGAA
GCCGAGGAGTTGCGOGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTGGA
AGCCGATGTAGACTTGATGTTACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCT
TGATAAAGGTTACCAGCTACGATGGCGAGGACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTCCG
CAGGCTGTACTCAAGAGTGAAAAATTATCTTGCATCCACCCTCTCGCTGAACAAGTCATAGT
GATAACACACTCTGGCCGAAAAGGGCGTTATGCCGTGGAACCATACCATGGTAAAGTAGTGG
TGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGGACTTTCAAGCTCTGAGTGAAAGTGCCACCATT
GTGTACAACGAACGTGAGTTCGTARACAGGTACCTGCACCATATTGCCACACATGGAGGAGC
GCTGAACACTGATGAAGAATATTACAAAACTGTCAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGAATACC
TGTACGACATCGACAGGAAACAGTGCGTCAAGAA
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Figura 1B

AGAACTAGTCACTGGGCTAGGGCTCACAGGCGAGCTGGTGGATCCTCCCTTCCATGAATTCG
CCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGCCOGCTCCTTACCAAGTACCAACCATAGGGGTGTAT
GGOGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAAAGCGCAGTCACCAAAAAAGATCTAGT
GGTGAGCGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGAAATTATAAGGGACGTCAAGAAAATGAAAGGGC
TGGACGTCAATGCCAGAACTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCAAACACCCCGTAGAG
ACCCTGTATATTGACGAAGCTTTTGCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAGCCAT
TATAAGACCTAAAAAGGCAGTGCTCTGCGGGGATCCCAAACAGTGCGGTTTTTTTAACATGA
TGTGCCTGAAAGTGCATTTTAACCACGAGATTTGCACACAAGTCTTCCACAAAAGCATCTCT
CGCCGTTGCACTARATCTGTGACTTCGGTCGTCTCAACCTTGTTTTACGACAAAARAATGAG
AACGACGAATCCGAAAGAGACTAAGATTGTGATTGACACTACCGGCAGTACCAAACCTAAGC
AGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAGGGTGGGTGAAGCAGTTGCAAATAGATTACAAA
GGCAACGAAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCTGACCCGTAAAGGTGTGTATGCCGT
TCGGTACAAGGTGAATGAAAATCCTCTGTACGCACCCACCTCAGAACATGTGAACGTCCTAC
TGACCCGCACGGAGGACCGCATCGTGTGGAAAACACTAGCCGGCGACCCATGGATAAAAACA
CTGACTGCCAAGTACCCTGGGAATTTCACTGCCACGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCATGA
TGCCATCATGAGGCACATCTTGGAGAGACCGGACCCTACCGACGTCTTCCAGAATAAGGCAA
ACGTGTGTTGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGCTGAAGACCGCTGGCATAGACATGACCACT
GAACAATGGAACACTGTGGATTATTTTGAAACGGACAAAGCTCACTCAGCAGAGATAGTATT
GAACCAACTATGOGTGAGGTTCTTTGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATTTTCTGCACCCA
CTGTTCCGTTATCCATTAGGAATAATCACTGGGATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTACGGG
CTGAATAAAGAAGTGGTCCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACCCACAACTGCCTCGGGCAGTTGC
CACTGGAAGAGTCTATGACATGAACACTGGTACACTGCGCAATTATGATCCGCOGCATAAACC
TAGTACCTGTAAACAGAAGACTGCCTCATGCTTTAGTCCTCCACCATAATGAACACCCACAG
AGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCAAATTGAAGGGCAGAACTGTCCTGGTGGTCGGGGAAAA
GTTGTCCGTCCCAGGCAAAATGGTTGACTGGTTGTCAGACCGGCCTGAGGCTACCTTCAGAG
CTCGGCTGGATTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATGACATAATATTTGTTAATGTG
AGGACCCCATATAAATACCATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTAAGCTTAGCAT
GTTGACCAAGAAAGCTTGTCTGCATCTGAATCCCGGCGGAACCTGTGTCAGCATAGGTTATG
GTTACGCTGACAGGGCCAGCGAAAGCATCATTGGTGCTATAGCGOGGCAGTTCAAGTTTTCC
CGGGTATGCAAACCGAAATCCTCACTTGAAGAGACGGAAGTTCTGTTTGTATTCATTGGGTA
CGATCGCAAGGCCCGTACGCACAATCCTTACAAGCTTTCATCAACCTTGACCAACATTTATA
CAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGATGTGCACCCTCATATCATGTGGTGCGAGGGGATATT
GCCACGGCCACCGAAGGAGTGATTATAAATGCTGCTAACAGCAAAGGACAACCTGGCGGAGG
GGTGTGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTCCCGGAA

49



ES 2 732 893 T3

Figura 1C

AGCTTCGATTTACAGCCGATCGAAGTAGGAAAAGCGCGACTGGTCAAAGGTGCAGCTAAACA
TATCATTCATGCCGTAGGACCAAACTTCAACAAAGTTTCGGAGGTTGAAGGTGACAAACAGT
TGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAAGATTGTCAACGATAACAATTACAAGT CAGTAGCG
ATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACAAAGATCGACTAACCCAATCATTGAA
CCATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATATACTGCAGGGACAAGA
AATGGGAAATGACTCTCAAGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGATATGCATA
TCOGACGACTCTTCAGTGACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAAGAGTTC
TTTGGCTGGAAGGAAGGGCTACAGCACAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATATTTGGAAGGGA
CCAAGTTTCACCAGGCGGCCAAGGATATAGCAGAAATTAATGCCATGTGGCCCGTTGCAACG
GAGGCCAATGAGCAGGTATGCATGTATATCCTCGGAGAAAGCATGAGCAGTATTAGGTCGAA
ATGCCCCGTCGAAGAGTCGGAAGCCTCCACACCACCTAGCACGCTGCCTTGCTTGTGCATCC
ATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCCTCACGTCCAGAACAAATTACTGTG
TGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAAGATCCAATGCTCCCA
GCCTATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGTATATTCATCCAAGGAAGTATCT CGTGGAAA
CACCACCGGTAGACGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGGACACCT
GAACAACCACCACTTATAACCGAGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGATCATCAT
CGAAGAGGAAGAAGAGGATAGCATAAGTTTGCTGTCAGATGGCCCGACCCACCAGGTGCTGC
AAGTCGAGGCAGACATTCACGGGCCGCCCTCTGTATCTAGCTCATCCTGGTCCATTCCTCAT
GCATCCGACTTTGATGTGGACAGTTTATCCATACTTGACACCCTGGAGGGAGCTAGCGTGAC
CAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGCAAAGAGTATGGAGTTTCTGGCGC
GACCGGTGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACATCCCGCTCCGCGCACAAGA
ACACCGTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAACCAGCCTAGTTTCCACCCCGCCAGG
CGTGAATAGGGTGATCACTAGAGAGGAGCTCGAGGCGCTTACCCCGTCACGCACTCCTAGCA
GGTCGGTCTCGAGAACCAGCCTGGTCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATTACAAGA
GAGGAGTTTGAGGCGTTCGTAGCACAACAACAATGACGGTTTGATGCGGGTGCATACATCTT
TTCCTCCGACACCGGTCAAGGGCATTTACAACAAAAATCAGTAAGGCAAACGGTGCTATCCG
AAGTGGTGTTGGAGAGGACCGAATTGGAGATTTCGTATGCCCCGCGCCTCGACCAAGAAAAA
GAAGAATTACTACGCAAGAAATTACAGTTAAATCCCACACCTGCTAACAGAAGCAGATACCA
GTCCAGGAAGGTGGAGAACATGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTGCAAGGCCTAGGGC
ATTATTTGAAGGCAGAAGGAAAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCTTTGTAT
TCATCTAGTGTGAACCGTGCCTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAACGCCAT
GTTGAAAGAGAACTTTCCGACTGTGGCTTCTTACTGTATTATTCCAGAGTACGATGCCTATT
TGGACATGGTTGACGGAGCTTCATGCTGCTTAGACACTGCCAGTTTTTGCCCTGCAAAGCTG
CGCAGCTTTCCAAAGAAACACTCCTATTTGGAAC
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CCACAATACGATCGGCAGTGCCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTGGCAGCT
GCCACAAAAAGAAATTGCAATGTCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTCGGCGGT
CTTTAATGTGGAATGCTTCAAGAAATATGCGTGTAATAATGAATATTGGGAAACGTTTAAAG
AAAACCCCATCAGGCTTACTGAAGAAAACGTGGTAAATTACATTACCAAATTAAAAGGACCA
ARAGCTGCTGCTCTTTTTGCGAAGACACATAATTTGAATATGTTGCAGGACATACCAATGGA
CAGGTTTGTAATGGACTTAAAGAGAGACGTGAAAGTGACTCCAGGAACAAAACATACTGAAG
AACGGCCCAAGGTACAGGTGATCCAGGCTGCCGATCCGCTAGCAACAGCGTATCTGTGCGGA
ATCCACCGAGAGCTGGTTAGGAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGAACATTCATACACTGTT
TGATATGTCGGCTGAAGACTTTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGGGGATTGTG
TTCTGGAAACTGACATCGCGTCGTTTGATAAAAGTGAGGACGACGCCATGGCTCTGACCGCG
TTAATGATTCTGGAAGACTTAGGTGTGGACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGCGGCTTT
CGGCGAAATTTCATCAATACATTTGCCCACTAAAACTAAATTTAAATTCGGAGCCATGATGA
AATCTGGAATGTTCCTCACACTGTTTGTGAACACAGTCATTAACATTGTAATOGCAAGCAGA
GTGTTGAGAGAACGGCTAACCGGATCACCATGTGCAGCATTCATTGGAGATGACAATATCGT
GAAAGGAGTCAAATCGGACAAATTAATGGCAGACAGGTGCGCCACCTGGTTGAATATGGAAG
TCAAGATTATAGATGCTGTGGTGGGCGAGAAAGCGCCTTATTTCTGTGGAGGGTTTATTTTG
TGTGACTCCOGTGACCGGCACAGOGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTAAAAAGGCTGTTTAAGCT
TGGCAAACCTCTGGCAGCAGACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGGCATTGCATGAAG
AGTCAACACGCTGGAACCGAGTGGGTATTCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAATCAAGG
TATGAAACCGTAGGAACTTCCATCATAGTTATGGCCATGACTACTCTAGCTAGCAGTGTTAA
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COCTR

CTGTCCGGCATCAACAATATCGCCTTCTCCAACTGAAGTCTAGACGGCGCGCCCACCCAG
CGGCCGCATACAGCAGCAATTGGCAAGCTGCTTACATAGAACTCGCGGCGATTGGCATGCCG
CCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTCTTITCTTTTCCGAATCGGATTTTGTTTTTAATATTTC
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTC
GCGGTCCGACCTGGGCATCCGAAGGAGGACGCACGTCCACTCGGATGGCTAAGGGAGAGCCA
CGTTTAAACCAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCG
TTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACAT
CCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTT
GCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGG
TGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTC
TTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCOGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCC
TTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATG
GTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGETTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACG
TTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTC
TTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAAC
AAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTTCGGG
GAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTARATACATTCAAATATGTATCCGCTC
ATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGARAAAGGAAGAGTATGAGTATTCA
ACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCG

52



ES 2 732 893 T3

Figura 1F

GCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGA
TCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGA
GTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCG
GTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAA
TGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAG
AATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACG
ATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCT
TGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGC
CTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCC
CGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGC
CCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTA
TCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGG
AGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAA
GCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATT
TTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAA
CGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGA
TCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGG
TTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCG
CAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGT
AGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATA
AGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGC
TGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATA
CCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATC
CGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTC
GTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCT
TTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGT
ATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTC
AGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGA
TTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCA
ATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTCCCGGCTCG
TATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATT
ACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCGGGCCCACGCGT
AATACGACTCACTATAG
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ATAGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAAGTTCACGTT
GACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGCGGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGT
AGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTT
CAAAACTGATCGAAACGGAGGTGGACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCC
GCCCGCAGAATGTATTCTAAGCACAAGTATCATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGGAAGA
TCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATA
AGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCCGTCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACT
GAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGTTTACCA
GGATGTATACGCGGTTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGGGAGTTAGAG
TCGCCTACTGGATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGAACTTGGCTGGAGCATAT
CCATCATACTCTACCAACTGGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATG
CAGCTCTGACGTTATGGAGCGGTCACGTAGAGGGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGA
AACCATCCAACAATGTTCTATTCTCTGTTGGCTCGACCATCTACCACGAGAAGAGGGACTTA
CTGAGGAGCTGGCACCTGCCGTCTGTATTTCACTTACGTGGCAAGCAAAATTACACATGTCG
GTGTGAGACTATAGTTAGTTGCGACGGGTACGTCGTTAAAAGAATAGCTATCAGTCCAGGCC
TGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGGGATTCTTGTGCTGCAAA
GTGACAGACACATTGAACGGGGAGAGGGTCTCTTTTCCCGTGTGCACGTATGTGCCAGCTAC
ATTGTGTGACCAAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAAAAAC
TGCTGGTTGGGCTCAACCAGCGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACC
ATGAAAAATTACCTTTTGCCCGTAGTGGCCCAGGCATTTGCTAGGTGGGCAAAGGAATATAA
GGAAGATCAAGAAGATGAAAGGCCACTAGGACTACGAGATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTT
GTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGATAACATCTATTTATAAGCGCCCGGATACCCAAACCATC
ATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTGCCCAGGATAGGCAGTAACACATTGGA
GATCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACAAGGAGCCGTCACCTCTCA
TTACCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATGAGGCTAAGGAGGTGCGTGAA
GCCGAGGAGTTGCGCGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTGGA
AGCCGATGTAGACTTGATGTTACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCT
TGATAAAGGTTACCAGCTACGATGGCGAGGACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTCCG
CAGGCTGTACTCAAGAGTGAAAAATTATCTTGCATCCACCCTCTCGCTGAACAAGTCATAGT
GATAACACACTCTGGCCGAAAAGGGCGTTATGCCGTGGAACCATACCATGGTAAAGTAGTGG
TGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGGACTTTCAAGCTCTGAGTGAAAGTGCCACCATT
GTGTACAACGAACGTGAGTTCGTAAACAGGTACCTGCACCATATTGCCACACATGGAGGAGC
GCTGAACACTGATGAAGAATATTACAAAACT
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GTCAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGAATACCTGTACGACATCGACAGGAAACAGTGCGTCAA
GAAAGAACTAGTCACTGGGCTAGGGCTCACAGGCGAGCTGGTGGATCCTCCCTTCCATGAAT
TCGCCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGCCGCTCCTTACCAAGTACCAACCATAGGGGTG
TATGGCGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAAAGCGCAGTCACCAAARAAGATCT
AGTGGTGAGCGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGAAATTATAAGGGACGTCAAGAAAATGAAAG
GGCTGGACGTCAATGCCAGAACTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCAAACACCCCGTA
GAGACCCTGTATATTGACGAAGCTTTTGCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAGC
CATTATAAGACCTAAAAAGGCAGTGCTCTGCGGGGATCCCAAACAGTGCGGTTTTTTTAACA
TGATGTGCCTGAAAGTGCATTTTAACCACGAGATTTGCACACAAGTCTTCCACAAAAGCATC
TCTCGCCGTTGCACTAAATCTGTGACTTCGGTCGTCTCAACCTTGTTTTACGACAAAAARAT
GAGAACGACGAATCCGAAAGAGACTAAGATTGTGATTGACACTACCGGCAGTACCARACCTA
AGCAGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAGGGTGGGTGAAGCAGTTGCAAATAGATTAC
AAAGGCAACGAAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCTGACCCGTAAAGGTGTGTATGC
CGTTCGGTACAAGGTGAATGAAAATCCTCTGTACGCACCCACCTCAGAACATGTGAACGTCC
TACTGACCCGCACGGAGGACCGCATCGTGTGGAAAACACTAGCCGGCGACCCATGGATAAAA
ACACTGACTGCCAAGTACCCTGGGAATTTCACTGCCACGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCA
TGATGCCATCATGAGGCACATCTTGGAGAGACCGGACCCTACCGACGTCTTCCAGAATAAGG
CARACGTGTGTTGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGCTGAAGACCGCTGGCATAGACATGACC
ACTGAACAATGGAACACTGTGGATTATTTTCGAAACGGACAAAGCTCACTCAGCAGAGATAGT
ATTGAACCAACTATGCGTGAGGTTCTTTGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATTTTCTGCAC
CCACTGTTCCGTTATCCATTAGGAATAATCACTGGGATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTAC
GGGCTGAATAAAGAAGTGGTCCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACCCACAACTGCCTCGGGCAGT
TGCCACTGGAAGAGTCTATGACATGAACACTGGTACACTGCGCAATTATGATCCGCGCATAA
ACCTAGTACCTGTAAACAGAAGACTGCCTCATGCTTTAGTCCTCCACCATAATGAACACCCA
CAGAGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCAAATTGAAGGGCAGAACTGTCCTGGTGGTCGGGGA
AAAGTTGTCCGTCCCAGGCAAAATGGTTGACTGGTTGTCAGACCGGCCTGAGGCTACCTTCA
GAGCTCGGCTGGATTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATGACATAATATTTGTTAAT
GTGAGGACCCCATATAAATACCATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTAAGCTTAG
CATGTTGACCAAGAAAGCTTGTCTGCATCTGAATCCCGGCGGAACCTGTGTCAGCATAGGTT
ATGGTTACGCTGACAGGGCCAGCGAAAGCATCATTGGTGCTATAGCGCGGCAGTTCAAGTTT
TCCCGGGTATGCAAACCGAAATCCTCACTTGAAGAGACGGAAGTTCTGTTTGTATTCATTGG
GTACGATCGCAAGGCCCGTACGCACAATCCTTACAAGCTTTCATCAACCTTGACCAACATTT
ATACAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGATG
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TGCACCCTCATATCATGTGGTGCGAGGGGATATTGCCACGGCCACCGAAGGAGTGATTATAA
ATGCTGCTAACAGCAAAGGACAACCTGGCGGAGGGGTGTGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTC
CCGGAAAGCTTCGATTTACAGCCGATCGAAGTAGGAAAAGCGCGACTGGTCAAAGGTGCAGC
TAAACATATCATTCATGCCGTAGGACCAAACTTCAACAAAGTTTCGGAGGTTGAAGGTGACA
AACAGTTGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAAGATTGTCAACGATAACAATTACAAGTCA
GTAGCGATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACAAAGATCGACTAACCCAATC
ATTGAACCATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATATACTGCAGGG
ACAAGAAATGGGAAATGACTCTCAAGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGATA
TGCATATCCGACGACTCTTCAGTGACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAA
GAGTTCTTTGGCTGGAAGGAAGGGCTACAGCACAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATATTTGG
AAGGGACCAAGTTTCACCAGGCGGCCAAGGATATAGCAGAAATTAATGCCATGTGGCCCGTT
GCAACGGAGGCCAATGAGCAGGTATGCATGTATATCCTCGGAGAAAGCATGAGCAGTATTAG
GTCGAAATGCCCCGTCGAAGAGTCGGAAGCCTCCACACCACCTAGCACGCTGCCTTGCTTGT
GCATCCATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCCTCACGTCCAGAACAAATT
ACTGTGTGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAAGATCCAATG
CTCCCAGCCTATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGTATATTCATCCAAGGAAGTATCTCG
TGGAAACACCACCGGTAGACGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGG
ACACCTGAACAACCACCACTTATAACCGAGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGAT
CATCATCGAAGAGGAAGAAGAGGATAGCATAAGTTTGCTGTCAGATGGCCCGACCCACCAGG
TGCTGCAAGTCGAGGCAGACATTCACGGGCCGCCCTCTGTATCTAGCTCATCCTGGTCCATT
CCTCATGCATCCGACTTTGATGTGGACAGTTTATCCATACTTGACACCCTGGAGGGAGCTAG
CGTGACCAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGCAAAGAGTATGGAGTTTC
TGGCGCGACCGGTGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACATCCCGCTCCGCGL
ACAAGAACACCGTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAACCAGCCTAGTTTCCACCCC
GCCAGGCGTGAATAGGGTGATCACTAGAGAGGAGCTCGAGGCGCTTACCCCGTCACGCACTC
CTAGCAGGTCGGTCTCGAGAACCAGCCTGGTCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATT
ACAAGAGAGGAGTTTGAGGCGTTCGTAGCACAACAACAATGACGGTTTGATGCGGGTGCATA
CATCTTTTCCTCCGACACCGGTCAAGGGCATTTACAACAAAAATCAGTAAGGCAAACGGTGC
TATCCGAAGTGGTGTTGGAGAGGACCGAATTGGAGATTTCGTATGCCCCGCGCCTCGACCAA
GAAARAGAAGAATTACTACGCAAGAAATTACAGTTAAATCCCACACCTGCTAACAGAAGCAG
ATACCAGTCCAGGAAGGTGGAGAACATGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTGCAAGGCC
TAGGGCATTATTTGAAGGCAGAAGGAAAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCT
TTGTATTCATCTAGTGTGAACCGTGCCTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAA
CGCCATGTTGAAAGAGAACTTTCCGACTGTGGCT
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TCTTACTGTATTATTCCAGAGTACGATGCCTATTTGGACATGGTTGACGGAGCTTCATGCTG
CTTAGACACTGCCAGTTTTTGCCCTGCAAAGCTGCGCAGCTTTCCAAAGAAACACTCCTATT
TGGAACCCACAATACGATCGGCAGTGCCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTG
GCAGCTGCCACAAAAAGAAATTGCAATGTCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTC
GGCGGCCTTTAATGTGGAATGCTTCAAGAAATATGCGTGTAATAATGAATATTGGGAAACGT
TTAAAGAAAACCCCATCAGGCTTACTGAAGAAAACGTGGTAAATTACATTACCAAATTAAAA
GGACCAAAAGCTGCTGCTCTTTTTGCGAAGACACATAATTTGAATATGTTGCAGGACATACC
AATGGACAGGTTTGTAATGGACTTAAAGAGAGACGTGAAAGTGACTCCAGGAACAAAACATA
CTGAAGAACGGCCCAAGGTACAGGTGATCCAGGCTGCCGATCCGCTAGCAACAGCGTATCTG
TGCGGAATCCACCGAGAGCTGGTTAGGAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGAACATTCATAC
ACTGTTTGATATGTCGGCTGAAGACTTTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGGGG
ATTGTGTTCTGGAAACTGACATCGCGTCGTTTGATAAAAGTGAGGACGACGCCATGGCTCTG
ACCGCGTTAATGATTCTGGAAGACTTAGGTGTGGACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGC
GGCTTTCGGCGAAATTTCATCAATACATTTGCCCACTAAAACTAAATTTAAATTCGGAGCCA
TGATGAAATCTGGAATGTTCCTCACACTGTTTGTGAACACAGTCATTAACATTGTAATCGCA
AGCAGAGTGTTGAGAGAACGGCTAACCGGATCACCATGTGCAGCATTCATTGGAGATGACAA
TATCGTGAAAGGAGTCAAATCGGACAAATTAATGGCAGACAGGTGCGCCACCTGGTTGAATA
TGGAAGTCAAGATTATAGATGCTGTGGTGGGCGAGAAAGCGCCTTATTTCTGTGGAGGGTTT
ATTTTGTGTGACTCCGTGACCGGCACAGCGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTAAAAAGGCTGTT
TAAGCTTGGCAAACCTCTGGCAGCAGACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGGCATTGC
ATGAAGAGTCAACACGCTGGAACCGAGTGGGTATTCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAA
TCAAGGTATGAAACCGTAGGAACTTCCATCATAGTTATGGCCATGACTACTCTAGCTAGCAG
TGTTAAATCATTCAGCTACCTGAGAGGGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAA
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AGAACTCGOGGCGATTGGCATGCCGCCTTAAAATTTTTATTTTATTTTTCTTTTCTTTTCCG
AATCGGATTTTGTTTTTAATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAALR
AAAGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCCTCGCGGTCCGACCTGGGCATCCGAAGGAGGACGC
ACGTCCACTCGGATGGCTAAGGGAGAGCCACGTTTAAACCAGCTCCAATTCGCCCTATAGTG
AGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGC
GTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGA
GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCT
GTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCC
AGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTT
TCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACC
TCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACG
GTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGG
AACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGG
CCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTA
ACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTT
TTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATA
ATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTG
CGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGA
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AACGCTGGTGARAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAAC
TGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATG
AGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCA
ACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAA
AGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGAT
AACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTT
GCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCA
TACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTA
TTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGA
TAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATARAT
CTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCC
TCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGARATAGACA
GATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTT
TTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCC
CGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGC
AAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTT
TTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCC
GTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCC
TGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGA
TAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTT
GGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGC
TTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGC
ACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCT
CTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCA
GCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCT
GCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCG
CCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATAC
GCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCC
GACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACC
CCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAAT
TTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAARGG
GAACAAAAGCTGGGTACCGGGCCCACGCGTAATACGACTCACTATAG
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ATGGGCGGCGCATGAGAGAAGCCCAGACCAATTACCTACCCAAAATGGAGAAAGTTCACGTT
GACATCGAGGAAGACAGCCCATTCCTCAGAGCTTTGCAGCGGAGCTTCCCGCAGTTTGAGGT
AGAAGCCAAGCAGGTCACTGATAATGACCATGCTAATGCCAGAGCGTTTTCGCATCTGGCTT
CAAAACTGATCGAAACGGAGGTGGACCCATCCGACACGATCCTTGACATTGGAAGTGCGCCC
GCCCGCAGAATGTATTCTAAGCACAAGTATCATTGTATCTGTCCGATGAGATGTGCGGAAGA
TCCGGACAGATTGTATAAGTATGCAACTAAGCTGAAGAAAAACTGTAAGGAAATAACTGATA
AGGAATTGGACAAGAAAATGAAGGAGCTCGCCGCCGTCATGAGCGACCCTGACCTGGAAACT
GAGACTATGTGCCTCCACGACGACGAGTCGTGTCGCTACGAAGGGCAAGTCGCTGTTTACCA
GGATGTATACGCGGTTGACGGACCGACAAGTCTCTATCACCAAGCCAATAAGGGAGTTAGAG
TCGCCTACTGGATAGGCTTTGACACCACCCCTTTTATGTTTAAGAACTTGGCTGGAGCATAT
CCATCATACTCTACCAACTGGGCCGACGAAACCGTGTTAACGGCTCGTAACATAGGCCTATG
CAGCTCTGACGTTATGGAGCGGTCACGTAGAGGGATGTCCATTCTTAGAAAGAAGTATTTGA
AACCATCCAACAATGTTCTATTCTCTGTTGGCTCGACCATCTACCACGAGAAGAGGGACTTA
CTGAGGAGCTGGCACCTGCCGTCTGTATTTCACTTACGTGGCAAGCAAAATTACACATGTCG
GTGTGAGACTATAGTTAGTTGCGACGGGTACGTCGTTAAAAGAATAGCTATCAGTCCAGGCC
TGTATGGGAAGCCTTCAGGCTATGCTGCTACGATGCACCGCGAGGGATTCTTGTGCTGCAAA
GTGACAGACACATTGAACGGGGAGAGGGTCTCTTTTCCCGTGTGCACGTATGTGCCAGCTAC
ATTGTGTGACCAAATGACTGGCATACTGGCAACAGATGTCAGTGCGGACGACGCGCAAAAAC
TGCTGGTTGGGCTCAACCAGCGTATAGTCGTCAACGGTCGCACCCAGAGAAACACCAATACC
ATGAAAAATTACCTTTTGCCCGTAGTGGCCCAGGCATTTGCTAGGTGGGCAAAGGAATATAA
GGAAGATCAAGAAGATGAAAGGCCACTAGGACTACGAGATAGACAGTTAGTCATGGGGTGTT
GTTGGGCTTTTAGAAGGCACAAGATAACATCTATTTATAAGCGCCCGGATACCCAAACCATC
ATCAAAGTGAACAGCGATTTCCACTCATTCGTGCTGCCCAGGATAGGCAGTAACACATTGGA
GATCGGGCTGAGAACAAGAATCAGGAAAATGTTAGAGGAGCACAAGGAGCCGTCACCTCTCA
TTACCGCCGAGGACGTACAAGAAGCTAAGTGCGCAGCCGATGAGGCTAAGGAGGTGCGTGAA
GCCGAGGAGTTGCGCGCAGCTCTACCACCTTTGGCAGCTGATGTTGAGGAGCCCACTCTGGA
AGCCGATGTCGACTTGATGTTACAAGAGGCTGGGGCCGGCTCAGTGGAGACACCTCGTGGCT
TGATAAAGGTTACCAGCTACGCTGGCGAGGACAAGATCGGCTCTTACGCTGTGCTTTCTCCG
CAGGCTGTACTCAAGAGTGAAAAATTATCTTGCATCCACCCTCTCGCTGAACAAGTCATAGT
GATAACACACTCTGGCCGAAAAGGGCGTTATGCCGTGGAACCATACCATGGTAAAGTAGTGG
TGCCAGAGGGACATGCAATACCCGTCCAGGACTTTCAAGCTCTGAGTGAAAGTGCCACCATT
GTGTACAACGAACGTGAGTTCGTAAACAGGTACCTGCACCATATTGCCACACATGGAGGAGC
GCTGAACACTGATGAAGAATATTACAAAACT
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GTCAAGCCCAGCGAGCACGACGGCGAATACCTGTACGACATCGACAGGAAACAGTGCGTCAA
GAAAGAACTAGTCACTGGGCTAGGGCTCACAGGCGAGCTGGTGGATCCTCCCTTCCATGAAT
TCGCCTACGAGAGTCTGAGAACACGACCAGCCGCTCCTTACCAAGTACCAACCATAGGGGTG
TATGGCGTGCCAGGATCAGGCAAGTCTGGCATCATTAAAAGCGCAGTCACCAAAAAAGATCT
AGTGGTGAGCGCCAAGAAAGAAAACTGTGCAGAAATTATAAGGGACGTCAAGAAAATGAAAG
GGCTGGACGTCAATGCCAGAACTGTGGACTCAGTGCTCTTGAATGGATGCAAACACCCCGTA
GAGACCCTGTATATTGACGAAGCTTTTGCTTGTCATGCAGGTACTCTCAGAGCGCTCATAGC
CATTATAAGACCTAAAAAGGCAGTGCTCTGCGGGGATCCCAAACAGTGCGGTTTTTTTAACA
TGATGTGCCTGAAAGTGCATTTTAACCACGAGATTTGCACACAAGTCTTCCACAAAAGCATC
TCTCGCCGTTGCACTAAATCTGTGACTTCGGTCGTCTCAACCTTGTTTTACGACAAAAAAAT
GAGAACGACGAATCCGAAAGAGACTAAGATTGTGATTGACACTACCGGCAGTACCAAACCTA
AGCAGGACGATCTCATTCTCACTTGTTTCAGAGGGTGGGTGAAGCAGTTGCAAATAGATTAC
AAAGGCAACGAAATAATGACGGCAGCTGCCTCTCAAGGGCTGACCCGTAAAGGTGTGTATGC
CGTTCGGTACAAGGTGAATGAAAATCCTCTGTACGCACCCACCTCAGAACATGTGAACGTCC
TACTGACCCGCACGGAGGACCGCATCGTGTGGAAAACACTAGCCGGCGACCCATGGATAAAA
ACACTGACTGCCAAGTACCCTGGGAATTTCACTGCCACGATAGAGGAGTGGCAAGCAGAGCA
TGATGCCATCATGAGGCACATCTTGGAGAGACCGGACCCTACCGACGTCTTCCAGAATAAGG
CAAACGTGTGTTGGGCCAAGGCTTTAGTGCCGGTGCTGAAGACCGCTGGCATAGACATGACC
ACTGAACAATGGAACACTGTGGATTATTTTGAAACGGACAAAGCTCACTCAGCAGAGATAGT
ATTGAACCAACTATGCGTGAGGTTCTTTGGACTCGATCTGGACTCCGGTCTATTTTCTGCAC
CCACTGTTCCGTTATCCATTAGGAATAATCACTGGGATAACTCCCCGTCGCCTAACATGTAC
GGGCTGAATAAAGAAGTGGTCCGTCAGCTCTCTCGCAGGTACCCACAACTGCCTCGGGCAGT
TGCCACTGGAAGAGTCTATGACATGAACACTGGTACACTGCGCAATTATGATCCGCGCATAA
ACCTAGTACCTGTAAACAGAAGACTGCCTCATGCTTTAGTCCTCCACCATAATGAACACCCA
CAGAGTGACTTTTCTTCATTCGTCAGCAAATTGAAGGGCAGAACTGTCCTGGTGGTCGGGGA
AAAGTTGTCCGTCCCAGGCAAAATGGTTGACTGGTTGTCAGACCGGCCTGAGGCTACCTTCA
GAGCTCGGCTGGATTTAGGCATCCCAGGTGATGTGCCCAAATATGACATAATATTTGTTAAT
GTGAGGACCCCATATAAATACCATCACTATCAGCAGTGTGAAGACCATGCCATTAAGCTTAG
CATGTTGACCAAGAAAGCTTGTCTGCATCTGAATCCCGGCGGAACCTGTGTCAGCATAGGTT
ATGGTTACGCTGACAGGGCCAGCGAAAGCATCATTGGTGCTATAGCGCGGCAGTTCAAGTTT
TCCCGGGTATGCAAACCGAAATCCTCACTTGAAGAGACGGAAGTTCTGTTTGTATTCATTGG
GTACGATCGCAAGGCCCGTACGCACAATCCTTACAAGCTTTCATCAACCTTGACCAACATTT
ATACAGGTTCCAGACTCCACGAAGCCGGATGTGCACCCTCATATCATGTGGTGCGAGGGGAT
ATTGCCACGGCCACCGAAGGAGTGATTATAAATG
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CTGCTAACAGCAAAGGACAACCTGGCGGAGGGGTGTGCGGAGCGCTGTATAAGAAATTCCCG
GAAAGCTTCGATTTACAGCCGATCGAAGTAGGAAAAGCGCGACTGGTCAAAGGTGCAGCTAA
ACATATCATTCATGCCGTAGGACCAAACTTCAACAAAGTTTCGGAGGTTGAAGGTGACAAAC
AGTTGGCAGAGGCTTATGAGTCCATCGCTAAGATTGTCAACGATAACAATTACAAGTCAGTA
GCGATTCCACTGTTGTCCACCGGCATCTTTTCCGGGAACAAAGATCGACTAACCCAATCATT
GAACCATTTGCTGACAGCTTTAGACACCACTGATGCAGATGTAGCCATATACTGCAGGGACA
AGAAATGGGAAATGACTCTCAAGGAAGCAGTGGCTAGGAGAGAAGCAGTGGAGGAGATATGC
ATATCCGACGACTCTTCAGTGACAGAACCTGATGCAGAGCTGGTGAGGGTGCATCCGAAGAG
TTCTTTGGCTGGAAGGAAGGGCTACAGCACAAGCGATGGCAAAACTTTCTCATATTTGGAAG
GGACCAAGTTTCACCAGGCGGCCAAGGATATAGCAGAAATTAATGCCATGTGGCCCGTTGCA
ACGGAGGCCAATGAGCAGGTATGCATGTATATCCTCGGAGAAAGCATGAGCAGTATTAGGTC
GAAATGCCCCGTCGAAGAGTCGGAAGCCTCCTCACCACCTAGCACGCTGCCTTGCTTGTGCA
TCCATGCCATGACTCCAGAAAGAGTACAGCGCCTAAAAGCCTCACGTCCAGAACAAATTACT
GTGTGCTCATCCTTTCCATTGCCGAAGTATAGAATCACTGGTGTGCAGAAGATCCAATGCTC
CCAGCCTATATTGTTCTCACCGAAAGTGCCTGCGTATATTCATCCAAGGAAGTATCTCGTGG
AAACACCACCGGTAGACGAGACTCCGGAGCCATCGGCAGAGAACCAATCCACAGAGGGGACA
CCTGAACAACCACCACTTATAACCGAGGATGAGACCAGGACTAGAACGCCTGAGCCGATCAT
CATCGAAGAGGAAGAAGAGGATAGCATAAGTTTGCTGTCAGATGGCCCGACCCACCAGGTGC
TGCAAGTCGAGGCAGACATTCACGGGCCGCCCTCTGTATCTAGCTCATCCTGGTCCATTCCT
CATGCATCCGACTTTGATGTGGACAGTTTATCCATACTTGACACCCTGGAGGGAGCTAGCGT
GACCAGCGGGGCAACGTCAGCCGAGACTAACTCTTACTTCGCAAAGAGTATGGAGTTTCTGG
CGOGACCGGTGCCTGCGCCTCGAACAGTATTCAGGAACCCTCCACATCCCGCTCCGCGCACA
AGAACACCGTCACTTGCACCCAGCAGGGCCTGCTCGAGAGGGATCACGGGAGAAACCGTGGG
ATACGCGGTTACACACAATAGCGAGGGCTTCTTGCTATGCAAAGTTACTGACACAGTAAAAG
GAGAACGGGTATCGTTCCCTGTGTGCACGTACATCCCGGCCACCATARACTCGAGAACCAGC
CTGGTCTCCAACCCGCCAGGCGTAAATAGGGTGATTACAAGAGAGGAGTTTGAGGCGTTCGT
AGCACAACAACAATGACGGTTTGATGCGGGTGCATACATCTTTTCCTCCGACACCGGTCAAG
GGCATTTACAACAAAAATCAGTAAGGCAAACGGTGCTATCCGAAGTGGTGTTGGAGAGGACC
GAATTGGAGATTTCGTATGCCCCGCGCCTCGACCAAGAARAAGARGAATTACTACGCAAGAA
ATTACAGTTAAATCCCACACCTGCTAACAGAAGCAGATACCAGTCCAGGAAGGTGGAGAACA
TGAAAGCCATAACAGCTAGACGTATTCTGCAAGGCCTAGGGCATTATTTGAAGGCAGAAGGA
AAAGTGGAGTGCTACCGAACCCTGCATCCTGTTCCTTTGTATTCATCTAGTGTGAACCGTGC
CTTTTCAAGCCCCAAGGTCGCAGTGGAAGCCTGTAACGCCATGTTGAAAGAGAACTTTCCGA
CTGTGGCTTCTTACTGTATTATTCCAGAGTACGA
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TGCCTATTTGGACATGGTTGACGGAGCTTCATGCTGCTTAGACACTGCCAGTTTTTGCCCTG
CAAAGCTGCGCAGCTTTCCAAAGAAACACTCCTATTTGGAACCCACAATACGATCGGCAGTG
CCTTCAGCGATCCAGAACACGCTCCAGAACGTCCTGGCAGCTGCCACAAAAAGAAATTGCAA
TGTCACGCAAATGAGAGAATTGCCCGTATTGGATTCGGCGGCCTTTAATGTGGAATGCTTCA
AGARATATGCGTGTAATAATGAATATTGGGAAACGTTTAAAGARAACCCCATCAGGCTTACT
GAAGAAAACGTGGTAAATTACATTACCAAATTAAAAGGACCAAAAGCTGCTGCTCTTTTTGC
GAAGACACATAATTTGAATATGTTGCAGGACATACCAATGGACAGGTTTGTAATGGACTTAA
AGAGAGACGTGAAAGTGACTCCAGGAACAAAACATACTGAAGAACGGCCCAAGGTACAGGTG
ATCCAGGCTGCCGATCCGCTAGCAACAGCGTATCTGTGCGGAATCCACCGAGAGCTGGTTAG
GAGATTAAATGCGGTCCTGCTTCCGAACATTCATACACTGTTTGATATGTCGGCTGAAGACT
TTGACGCTATTATAGCCGAGCACTTCCAGCCTGGGGATTGTGTTCTGGAAACTGACATCGCG
TCGTTTGATAAAAGTGAGGACGACGCCATGGCTCTGACCGCGTTAATGATTCTGGAAGACTT
AGGTGTGGACGCAGAGCTGTTGACGCTGATTGAGGCGGCTTTCGGCGAAATTTCATCAATAC
ATTTGCCCACTAAAACTAAATTTAAATTCGGAGCCATGATGAAATCTGGAATGTTCCTCACA
CTGTTTGTGAACACAGTCATTAACATTGTAATCGCAAGCAGAGTGTTGAGAGAACGGCTAAC
CGGATCACCATGTGCAGCATTCATTGGAGATGACAATATCGTGAAAGGAGTCAAATCGGACA
AATTAATGGCAGACAGGTGCGCCACCTGGTTGAATATGGAAGTCAAGATTATAGATGCTGTG
GTGGGCGAGAAAGCGCCTTATTTCTGTGGAGGGTTTATTTTGTGTGACTCCGTGACCGGCAC
AGCGTGCCGTGTGGCAGACCCCCTAAARAGGCTGTTTAAGCTTGGCAAACCTCTGGCAGCAG
ACGATGAACATGATGATGACAGGAGAAGGGCATTGCATGAAGAGTCAACACGCTGGAACCGA
GTGGGTATTCTTTCAGAGCTGTGCAAGGCAGTAGAATCAAGGTATGAAACCGTAGGAACTTC
CATCATAGTTATGGCCATGACTACTCTAGCTAGCAGTGTTAAATCATTCAGCTACCTGAGAG
GGGCCCCTATAACTCTCTACGGCTAACCTGAATGGACTACGACATAGTCTAGTCCGCCAAGC
CTCAGCGTCGACGCCACCATGGAACTGCTGATCCTGAAGGCCAACGCCATCACCACCATCCT
GACCGCCGTGACCTTCTGCTTCGCCAGCGGCCAGAACATCACCGAGGAATTCTACCAGAGCA
CCTGCAGCGCCGTGAGCAAGGGCTACCTGAGCGCCCTGCGGACCGGCTGGTACACCAGCGTG
ATCACCATCGAGCTGTCCAACATCAAAGAAAACAAGTGCAACGGCACCGACGCCAAGGTGAA
ACTGATCAAGCAGGAACTGGACAAGTACAAGAACGCCGTGACCGAGCTGCAGCTGCTGATGC
AGAGCACCCCCGCCACCAACAACCGGGCCAGAAGAGAGCTGCCCCGGTTCATGAACTACACC
CTGAACAACGCCAAGAAAACCAACGTGACCCTGAGCAAGAAGCGGAAGCGGCGGTTCCTGGG
CTTCCTGCTGGGCGTGGGCAGCGCCATCGCCAGCGGGGTGGCCGTGTCCAAGGTGCTGCACC
TGGAAGGCGAGGTGAACAAGATCAAGTCCOGCCCTGCTGTCCACCAACAAGGCCGTGGTGTCC
CTGAGCAACGGCGTGAGCGTGCTGACCAGCAAGGTGCTGGATCTGAAGAACTACATCGACAA
GCAGCTGCTGCCCATCGTGAACAAGCAGAGCTGC
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AGCATCAGCAACATCGAGACCGTGATCGAGTTCCAGCAGAAGAACAACCGGCTGCTGGAAAT
CACCCGGGAGTTCAGCGTGAACGCCGGCGTGACCACCCCCGTGAGCACCTACATGCTGACCA
ACAGCGAGCTGCTGTCCCTGATCAATGACATGCCCATCACCAACGACCAGAAAAAGCTGATG
AGCAACAACGTGCAGATCGTGCGGCAGCAGAGCTACTCCATCATGAGCATCATCAAAGAAGA
GGTGCTGGCCTACGTGGTGCAGCTGCCCCTGTACGGCGTGATCGACACCCCCTGCTGGAAGC
TGCACACCAGCCCCCTGTGCACCACCAACACCAAAGAGGGCAGCAACATCTGCCTGACCCGG
ACCGACCGGGGCTGGTACTGCGACAACGCCGGCAGCGTGAGCTTCTTCCCCCAAGCCGAGAC
CTGCAAGGTGCAGAGCAACCGGGTGTTCTGCGACACCATGAACAGCCTGACCCTGCCCTCCG
AGGTGAACCTGTGCAACGTGGACATCTTCAACCCCAAGTACGACTGCAAGATCATGACCTCC
AAGACCGACGTGAGCAGCTCCGTGATCACCTCCCTGGGCGCCATCGTGAGCTGCTACGGCAA
GACCAAGTGCACCGCCAGCAACAAGAACCGGGGCATCATCAAGACCTTCAGCAACGGCTGCG
ACTACGTGAGCAACAAGGGCGTGGACACCGTGAGCGTGGGCAACACACTGTACTACGTGAAT
AAGCAGGAAGGCAAGAGCCTGTACGTGAAGGGCGAGCCCATCATCAACTTCTACGACCCCCT
GGTGTTCCCCAGCGACGAGTTCGACGCCAGCATCAGCCAGGTCAACGAGAAGATCAACCAGA
GCCTGGCCTTCATCCGGAAGAGCGACGAGCTGCTGCACAATGTGAATGCCGGCAAGAGCACC
ACCAATATCATGATCACCACAATCATCATCGTGATCATTGTGATCCTGCTGTCTCTGATTGC
OGTGGGCCTGCTGCTGTACTGCAAGGCCCGCAGCACCCCTGTGACCCTGTCCAAGGACCAGC
TGTCCGGCATCAACAATATCGCCTTCTCCAACTGAAGTCTAGAGCGGCCOGCCGCTACGCCCC
AATGATCCGACCAGCAAAACTCGATGTACTTCCGAGGAACTGATGTGCATAATGCATCAGGC
TGGTACATTAGATCCCCGCTTACCGCGGGCAATATAGCAACACTAAAAACTCGATGTACTTC
CGAGGAAGCGCAGTGCATAATGCTGCGCAGTGTTGCCACATAACCACTATATTAACCATTTA
TCTAGCGGACGCCAAAAACTCAATGTATTTCTGAGGAAGCGTGGTGCATAATGCCACGCAGT
GTCTGCATAACTTTTATTATTTCTTTTATTAATCAACAAAATTTTGTTTTTAACATTTCAAA
AAAAAAAAAAAAAMAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGTCGGCATGGCATCTCCACCTCC
TCGCGGTCCGACCTGGGCATCCGAAGGAGGACGCACGTCCACTCGGATGGCTAAGGGAGAGC
CACGAGCTCCTGTTTAAACCAGCTCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCA
CTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCT
TGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTT
CCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCG
GCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCOGCTCC
TTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATC
GGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGAT
TAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTT
GGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTC
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CAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAARGGGATTTTGCC
GATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACA
AAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTT
GTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATG
CTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCC
CTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAANG
ATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAG
ATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCT
ATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACT
ATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATG
ACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACT
TCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATG
TAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGAC
ACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTAC
TCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTC
TGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGG
TCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTA
CACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCT
CACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTA
AAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGAT CTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAA
AATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGAT
CTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTA
CCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGAT CAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTT
CAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCA
AGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCC
AGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCA
GCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCG
AACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCG
GACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGG
AAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTT
TGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGARAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGG
TTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGT
GGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGT
GCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCG
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CCCAATACGCARACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACA
GGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCAT
TAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTCCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG
ATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTC
ACTAAAGGGAACAAAAGCTGGGTACCGGGCCCACGCGTCGGCTACAATTAATACATAACCTT
ATGTATCATACACATACGATTTAGGTGACACTATAG
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1. Sobrenadante

b et > ARN desorbido

| 3. Estabilidad de la RNAsa
Tipol  Tipoll ¢

Carril Proporcion N:P Muestra
1-2 - Control: ARN sin digerir
Control: ARN digerido
3 Control Descomplejado
4 10:1 Tratado con RNAsa
5 Solamente sobrenadante
6 Control Descomplejado
7 41 Tratado con RNAsa
8 Solamente sobrenadante
9 Control Descomplejado
10 1:4 Tratado con RNAsa
11 Solamente sobrenadante
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