ES2777935T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 777 935
Eint. a1

A61K 39/00 (2006.01)
A61K 39/12 (2006.01)
A61K 9/00 (2006.01)
A61K 9/127 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 13.06.2013  PCT/US2013/045578
Fecha y numero de publicacion internacional: 19.12.2013 WO013188627

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  13.06.2013  E 13804165 (2)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 16.10.2019  EP 2861245

T|’tu|o: Composiciones de vacunas de lipidos catiénicos y procedimiento de uso

Prioridad: @ Titular/es:

15.06.2012 US 201261660172 P PDS BIOTECHNOLOGY CORPORATION (50.0%)
300 Connell Drive, Suite 4000

Berkeley Heights, NJ 07922, US y

THE GOVERNMENT OF THE UNITED STATES OF
AMERICA (AS REPRESENTED BY) THE
SECRETARY OF THE DEPARTMENT OF HEALTH
AND HUMAN SERVICES (50.0%)

@ Inventor/es:
MKRTICHYAN, MIKAYEL,
KHLEIF, SAMIR N.;
JOHNSON, KENYA;

JACOBSON, ERIC Yy
BEDU-ADDO, FRANK

Agente/Representante:
SALVA FERRER, Joan

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccién de la patente:
06.08.2020

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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DESCRIPCION
Composiciones de vacunas de lipidos catiénicos y procedimiento de uso
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] La presente solicitud reivindica el beneficio bajo 35 USC § 119 (e) de la Solicitud Provisional de Estados
Unidos N° de Serie 61/660.172, presentada el 15 de junio de 2012.

DERECHOS DEL GOBIERNO

[0002] Una parte del trabajo que lleva a esta invencién se llevé a cabo con el apoyo del Gobierno de los Estados
previsto en los Institutos Nacionales de Salud CRADA N° 2644. Por lo tanto, el Gobierno de los Estados Unidos tiene
ciertos derechos en y para la presente invencion.

CAMPO TECNICO

[0003] El desarrollo de inmunoterapias y vacunas terapéuticas seguras y eficaces para uso humano sigue siendo una
necesidad médica importante para los pacientes en todo el mundo. Tipicamente, una formulacién de vacuna incluye un
antigeno para estimular una respuesta inmunitaria dirigida. Sin embargo, algunas vacunas de desarrollo son ineficaces
debido a que son estimuladores débiles de una respuesta inmunitaria en una amplia poblacién de mamiferos. Por
ejemplo, el antigeno en la formulacién de vacuna puede ser poco inmunogénica en el mamifero. Ademas, algunas
vacunas pueden no suministrar eficientemente los antigenos a las células presentadoras de antigenos ("APC") del
sistema inmunitario del mamifero.

[0004] Las células supresoras derivadas de mieloide (MDSC) son una poblacién heterogénea de progenitores
mieloides tempranos que tienen la capacidad de suprimir la respuesta inmunitaria adaptativa en pacientes, tal como la
respuesta mediada por células T CD4*y CD8*. Las MDSC son conocidas por secretar citoquinas inmunosupresoras e
inducir el desarrollo de células T reguladoras. Ademas, las MDSC son inducidas por citoquinas proinflamatorias y se
encuentran en mayor nimero en afecciones patolégicas infecciosas y e inflamatorias.

[0005] Las MDSC se acumulan en la sangre, la médula 6sea y los 6rganos linfoides secundarios de ratones
portadores de tumor y su presencia en el microambiente tumoral se ha sugerido que tiene un papel causal en la
promocién de la supresion inmunitaria asociada al tumor. Es importante destacar que se ha descrito que la tolerancia de
células T especificas de antigeno tumoral son un elemento critico de escape de tumor. Ademas, se ha encontrado que
las MDSC estan presentes en la mayoria de los pacientes con cancer. Actualmente se llevan a cabo importantes
investigaciones dentro de la industria para identificar un medio de inhibicién de células supresoras inmunitarias, por
ejemplo MDSC vy células T reguladoras, como un medio para mejorar las respuestas de células T para atacar y destruir
las células infectadas. La préactica actual en la industria se centra en explorar el uso de anticuerpos bloqueantes para
bloguear e inhibir factores inmunosupresores relevantes. Una vacuna, tal como el anticuerpo humano Ipilimumab, se
puede utilizar para blogquear los antigenos-4 asociados a linfocitos T citotéxicos (CTLA-4), conocidos por desempeiiar un
papel en la regulacion de respuestas inmunes como una vacuna terapéutica para tratar el melanoma.

ANTECEDENTES Y CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

[0006] Las vacunas también incluyen tipicamente adyuvantes en un intento de mejorar la eficacia de los antigenos en
la formulacién de vacuna. Por ejemplo, los adyuvantes, tales como emulsiones de agua en aceite, alumbre (por ejemplo,
sales de aluminio) y otros productos quimicos, se utilizan tipicamente para mejorar la respuesta al antigeno en un
mamifero. Ademas de los adyuvantes tradicionales, se pueden usar otros adyuvantes con efectos inmunitarios
intrinsecos (por ejemplo, virosomas de la gripe y MF59 de Chiron). Sin embargo, estos adyuvantes son también
indeseables porque las pruebas en modelos animales (de acuerdo con los informes de ensayos clinicos sobre vacunas
contra HSV y la gripe) sugieren que simplemente mejoran la producciéon de anticuerpos neutralizantes en lugar de
mejorar las respuestas de células T en los animales.

[0007] EI documento US20110110972 describe una composiciéon y un procedimiento para la activacion de células
inmunitarias ex-vivo o para inducir una respuesta inmunitaria en un sujeto que incluye una composiciéon que comprende
al menos un lipido catiénico quiral.

[0008] El documento EP2167480 describe adyuvantes, composiciones inmunogénicas, y procedimientos Utiles para la
vacunacion y la respuesta inmunitaria. En particular, la descripcién proporciona una clase de adyuvantes que
comprenden mezclas de lipidos catidnicos-lipidos y procedimientos para el suministro de composiciones formuladas.
[0009] El documento US20120148622 describe la adicion de citoquinas para mejorar la efectividad de la vacuna.

[0010] Por lo tanto, existe una necesidad de nuevas composiciones de vacunas que liberen eficazmente antigenos o
promuevan la captacion de antigenos por células presentadoras de antigenos con el fin de estimular una respuesta
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inmunitaria en un mamifero, asi como inhibir células inmunosupresoras para mejorar la respuesta inmunitaria en un
mamifero. Ademas, también son muy deseables procedimientos nuevos y eficaces de estimulacion de respuestas
inmunitarias mediadas por células en mamiferos, posiblemente mediante la inclusién de un modificador inmunolégico
("inmunomodulador") seguro y eficaz en una composicion de vacuna junto con un factor terapéutico. Por consiguiente, la
presente invencion se refiere a una composicion de vacuna para utilizar, tal como se define en las reivindicaciones.

[0011] La presente descripcidon proporciona composiciones de vacuna y un procedimiento de uso de las
composiciones que exhiben propiedades deseables y proporcionan ventajas relacionadas de mejora en la reduccion de
una poblacién de células inmunosupresoras inmune y el aumento de una respuesta inmunitaria en un mamifero.

[0012] La presente descripcidon proporciona composiciones de vacuna que comprenden al menos un adyuvante y al
menos un factor terapéutico. La descripcién también proporciona procedimientos para reducir una poblacion de células
inmunosupresoras en un mamifero, procedimientos para aumentar una respuesta inmunitaria en un mamifero, y
procedimientos de tratamiento de una enfermedad en un mamifero utilizando las composiciones de vacuna.

[0013] Las composiciones de vacuna y procedimientos de acuerdo con la presente descripcion proporcionan varias
ventajas en comparacion con otras composiciones y procedimientos en la técnica. En primer lugar, las formulaciones de
vacunas incluyen un adyuvante que es un inmunomodulador para mejorar, dirigir 0 promover una respuesta inmunitaria
apropiada en un mamifero. Los inmunomoduladores tienen el potencial de reforzar de manera eficaz la respuesta
inmunitaria de un mamifero a antigenos si se incluyen en una formulacién de vacuna. Por ejemplo, un inmunomodulador
puede lograr ventajosamente uno o mas de los siguientes: (1) mejorar la liberacién y/o el procesamiento de antigenos
en la APC, (2) inducir la produccion de citoquinas inmunomoduladoras que favorecen el desarrollo de la respuesta
inmunitaria al antigeno, promoviendo asi la inmunidad mediada por células, incluyendo linfocitos T citotoxicos ("CTL"),
(3) reducir el nUmero de inmunizaciones o la cantidad de antigeno requerida para una vacuna eficaz, (4) aumentar la
vida media biolégica o inmunolégica del antigeno de la vacuna y (5) superar la tolerancia inmunitaria a antigeno
mediante la inhibiciébn de factores inmunosupresores. En algunas realizaciones, los adyuvantes a base de lipidos
catibnicos se pueden utilizar como adyuvantes immunomodificadores potentes y pueden provocar respuestas
inmunitarias superiores de células T y anticuerpos en formulaciones de vacunas.

[0014] En segundo lugar, las composiciones de vacuna de la presente descripcion incluyen un factor terapéutico, tal
como una citoquina, que como una combinacién, pueden reducir una poblaciéon de células inmunosupresoras en un
mamifero, lo que puede mejorar la respuesta inmunitaria de un mamifero en respuesta a la enfermedad. La
investigacion actual para identificar medios para inhibir células inmunosupresoras, tales como células MDSC y T-
reguladoras, utiliza anticuerpos bloqueantes complejos. En consecuencia, la administracién de una composicion de
vacuna potente que incluye un factor terapéutico, tal como una citoquina, puede ser mas facil de administrar a un
paciente y para mejorar la respuesta inmunitaria, particularmente en tumores.

[0015]  En tercer lugar, las composiciones de vacuna de la descripcién actual, que incluyen un factor terapéutico,
pueden causar una reduccion en las MDSC con y sin un antigeno especifico de la enfermedad, lo que resulta en un
enfoque Unico y potente para el tratamiento de enfermedades, tales como el cancer, al facilitar la activacion natural de
células T especificas de antigeno, al mismo tiempo que se reduce la poblacién de células inmunosupresoras. Las
composiciones de vacuna que incluyen un factor terapéutico dan lugar a la generacién de respuestas inmunitarias
especificas de enfermedad superiores, que no se observan cuando el adyuvante o el factor terapéutico solos se
formulan con el antigeno.

[0016] Por ultimo, el factor terapéutico, cuando se combina con el adyuvante de lipido catiénico para formar la
composicién de vacuna, da lugar a una mejora sinérgica Unica en la respuesta inmunitaria en un mamifero. Las
combinaciones de factor terapéutico (por ejemplo, GM-CSF) con otros adyuvantes (por ejemplo, adyuvante incompleto
de Freund (IFA) o anti-CD40 + IFA) no dan lugar a una mejora sinérgica similar en la respuesta inmunitaria. Por lo tanto,
la combinacién del adyuvante lipido catidnico y el factor terapéutico especificamente y de manera significativa dan como
resultado una mejora sinérgica en la respuesta inmunitaria que no se puede replicar utilizando otros adyuvantes
utilizados habitualmente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0017] La Figura 1 muestra el efecto de diversas composiciones de vacuna sobre la respuesta inmunitaria especifica
de antigeno en ratones portadores de tumor. El nimero de puntos de IFN-a observadas por cada 10° esplenocitos de
ratones se presentan como el nimero de puntos de cultivo reestimulado con E749.57 menos cultivo reestimulado con
antigeno de control por milléon de esplenocitos + SD. El péptido E7 en la figura se refiere a GM-CSF-E7 + Cd40 +
IFA. (*** P <0,001).

La Figura 2 muestra el efecto de diversas composiciones de vacuna en el nimero de MDSC infiltradas en el tumor
(definidas como células CD1 1b* Cr-1* dentro de la poblacién de células CD44*) usando un ensayo de citometria de
flujo. EI nimero de células infiltradas en el tumor estan estandarizado por 1x10° de células tumorales totales y se
presentan como valores medios + SD. (* P <0,05 en comparacién con los grupos no tratados y con GM-CSF sélo).

La Figura 3 muestra el efecto de diversas composiciones de vacuna en el numero de células T CD8+ infiltrantes de
tumor después de la administracion a los ratones. Se analizd el numero de células T CD8+ infiltradas en el tumor dentro
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de la poblacién de células CD44* usando el ensayo de citometria de flujo. El nmero de células infiltradas en el tumor
se estandariz6 por 1x106 de células tumorales totales y se presentan como valores medios + SD. (P * <0,05).

La figura 4 muestra el efecto de diversas composiciones de vacuna en la respuesta inmunitaria especifica de
antigeno. La actividad de IFNy en la presencia de los antigenos de melanoma péptidos TRP-2 y gp-100 péptidos frente
a péptido de control (10 pg/ml de cada uno) se ensay6 mediante ELISPOT. Los valores se presentan como el nimero
de puntos de cultivo reestimulado con TRP-2 y gp100 menos cultivo reestimulado con antigeno de control por millon de
esplenocitos. (*P <0,01).

[0018] La presente invencion se refiere a una composicién de vacuna para usar, tal como se define en el conjunto de
reivindicaciones.

[0019] A continuacion, se describen en el presente documento diversas realizaciones de la descripcion. En una
realizacion descrita en el presente documento, se proporciona una composicion de vacuna. La composicién de vacuna
comprende un adyuvante y un factor terapéutico.

[0020] En otra realizacién, se proporciona un procedimiento para reducir una poblacion de células inmunosupresoras
en un mamifero. El procedimiento comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de una composicion de
vacuna al mamifero, en el que la composicién de vacuna comprende un adyuvante y un factor terapéutico.

[0021] En aun otra realizacion, se proporciona un procedimiento de aumentar una respuesta inmunitaria en un
mamifero. El procedimiento comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de una composiciéon de vacuna al
mamifero, en el que la composicién de vacuna comprende un adyuvante y un factor terapéutico.

[0022] En aun otra realizacién, se proporciona un procedimiento de tratamiento de una enfermedad en un
mamifero. El procedimiento comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de una composicion de vacuna al
mamifero, en el que la composicion de vacuna comprende un adyuvante y un factor terapéutico.

[0023] En las diversas realizaciones, la composicién de vacuna comprende un adyuvante y un factor terapéutico. Tal
como se utiliza en el presente documento, el término "adyuvante" se refiere a una sustancia que mejora, aumenta y/o
potencia la respuesta inmunitaria de un mamifero a un antigeno. Tal como se utiliza en el presente documento, el
término "factor terapéutico" se refiere a cualquier agente asociado con el tratamiento de una enfermedad mediante la
induccion, mejora o supresion de una respuesta inmunitaria. Tal como se usa en este documento, un factor terapéutico
incluye, pero no se limita a, un estimulante del sistema inmunitario, un agente de destruccion celular, un potenciador de
la penetracion tumoral, un agente quimioterapéutico, o una célula inmunitaria citotoxica. Se contempla que la
composicion de vacuna incluye formulaciones en las que el adyuvante y el factor terapéutico se administran juntos, asi
como formulaciones en las que el adyuvante y el factor terapéutico se administran por separado. Las dosis del
adyuvante y el factor terapéutico son conocidos por los expertos en la técnica.

[0024] En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el adyuvante es un inmunomodulador. Tal como
se utiliza en el presente documento, el término "inmunomodulador” se refiere a un modificador inmunolégico que mejora,
dirige y/o promueve una respuesta inmunitaria en un mamifero.

[0025] En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el adyuvante es una nanoparticula. Tal como se
utiliza en el presente documento, el término "nanoparticula" se refiere a una particula que tiene un tamafio medido a
escala nanométrica. Tal como se utiliza en el presente documento, la "nanoparticula” se refiere a una particula que tiene
una estructura con un tamafio de menos de aproximadamente 1000 nandmetros. En algunas realizaciones, la
nanoparticula es un liposoma.

[0026] En algunas realizaciones descritas en el presente documento, el adyuvante es un lipido catidnico. Tal como se
utiliza en el presente documento, el término "lipido catidnico" se refiere a cualquiera de un nimero de especies de
lipidos que llevan una carga neta positiva a pH fisiolégico o que tienen un grupo protonable y estan cargados
positivamente a un pH mas bajo que el pKa.

[0027] Los lipidos catidonicos adecuados de acuerdo con la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a: 3-beta
[*“N - (*N,%-diguanidino  espermidina) carbamoillcolesterol (BGSC); 3-beta [N,N-diguanidinoetil-aminoetano)-
carbamoil]colesterol (BGTC); N,N'N2N3Tetra-metiltetrapalmitilespermina (Cellfectin); N-t-butil-N'-tetradecil-3-tetradecil-
aminopropion-amidina (CLONfectin); bromuro de dimetildioctadecil amonio (DDAB); bromuro de 1,2-dimiristiloxipropil-3-
dimetil-hidroxi etil amonio (DMRIE); 2,3-dioleoiloxi-N-[2-(esperminacarboxamido) etil]-N,N-dimetil-1-p-trifluorocetato de
ropanaminio) (DOSPA); 1,3-dioleoiloxi-2-(6-carboxiespermil)-propil amida (DOSPER); 4-(2,3-bis-palmitoiloxi-propil)-1-
metil-1H-imidazol (DPIM) yoduro de N,N,N',N'-tetrametil-N,N'-bis(2-hidroxietil)-2,3-dioleoiloxi-1,4-butano-diamonio) (Tfx-
50); cloruro de N-1-(2,3-dioleoiloxi)propil-N,N,N-trimetil amonio (DOTMA) u otros tensoactivos de amonio N-(N, N-1-
dialcoxi)-alquil-N,N,N-trisustituidos; 1,2 dioleoil-3-(4'-trimetilamonio)butanol-sn-glicerol (DOBT) o butanoato de colesteril
(4' trimetilamoniaco) (ChOTB), en el que el grupo trimetilamonio esta conectado a través de un brazo espaciador de
butanol a la doble cadena (para DOTB) o el grupo colesterilo (para ChOTB); DORI (DL-1,2-dioleoil-3-dimetilaminopropil-
beta-hidroxietilamonio) o DORIE (DL-1,2-O-dioleoil-3-dimetilaminopropil-beta-hidroxietilamonio) (DORIE) o analogos de
los mismos, tal como se describe en el documento WO 93/03709; éster de colina de 1,2-dioleoil-3-succinil-sn-glicerol
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(DOSC); éster de colesteril hemisuccinato (ChOSC); lipopoliaminas, tales como dioctadecilamidoglicilespermina (DOGS)
y dipalmitoil fosfatidiletanolamilespermina (DPPES), yoduro de colesteril-3beta-carboxil-amido-etilentrimetilamonio,
yoduro de 1-dimetilamino-3-trimetilamonio-DL-2-propil-colesteril carboxilato, colesteril-3- O-carboxiamidoetylenamina,
yoduro de colesteril-3-beta-oxisuccinamido-etilentrimetilamonio, yoduro de 1-dimetilamino-3-trimetilamonio-DL-2-propil-
colesteril-3-beta-oxisuccinato, yoduro de 2-(2-trimetilamonio)-etilmetilamino etil-colesteril-3-beta-oxisuccinato, 3-beta-N-
(N', N'-dimetilaminoetano)carbamoil colesterol (DC-Chol) y 3-beta-N-(polietilenimina)-carbamoilcolesterol; O,O'-dimiristil-
N-lisil aspartato (DMKE); O,O'-dimiristil-N-lisil-glutamato (DMKD); bromuro de 1,2-dimiristiloxipropil-3-dimetil-hidroxi etil

amonio (DMRIE); 1,2-dilauroil-sn-glicero-3-etilfosfocolina (DLEPC); 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina
(DMEPCQC); 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina  (DOEPC); 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina  (DPEPC); 1,2-
diestearoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina (DSEPC); 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio propano (DOTAP); dioleoil

dimetilaminopropano (DODAP); 1,2-palmitoil-3-trimetilamoniopropano (DPTAP); 1,2-diestearoil- 3-trimetilamonio
propano (DSTAP), 1,2-miristoil-3-trimetilamonio propano (DMTAP); y dodecil sulfato sddico (SDS). Ademas, también se
contemplan variantes estructurales y derivados de la cualquiera de los lipidos catidnicos descritos.

[0028] En alguna realizacion, el lipido catiénico se selecciona del grupo que consiste en DOTAP, DOTMA, DOEPC, y
combinaciones de los mismos. En otras realizaciones, el lipido catiénico es DOTAP. En aln otras realizaciones, el lipido
catiénico es DOTMA. En otras realizaciones, el lipido catiénico es DOEPC. En algunas realizaciones, el lipido catiénico
esta purificado.

[0029] En algunas realizaciones, el lipido catiénico es un enantiomero de un lipido catiénico. El término "enantiomero"
se refiere a un estereoisémero de un lipido catiénico que es una imagen especular no superponible de su
estereoisdmero homélogo, por ejemplo enantiomeros R y S. En diversos ejemplos, el enantiomero es R-DOTAP o S-
DOTAP. En un ejemplo, el enantimero es R-DOTAP. En otro ejemplo, el enantiémero es S-DOTAP. En algunas
realizaciones, el enantiomero esta purificado. En diversos ejemplos, el enantimero es R-DOTMA o S-DOTMA. En un
ejemplo, el enantiémero es R-DOTMA. En otro ejemplo, el enantiomero es S-DOTMA. En algunas realizaciones, el
enantiomero esta purificado. En diversos ejemplos, el enantiémero es R-DOPEC o S-DOPEC. En un ejemplo, el
enantiomero es R-DOPEC. En otro ejemplo, el enantiomero es S-DOPEC. En algunas realizaciones, el enantiomero
esta purificado.

[0030] En diversas realizaciones descritas en este documento, el factor terapéutico se selecciona del grupo que
consiste en las interleucinas 1-18, factor de células madre, FGF basico, EGF, G-CSF, GM-CSF, ligando FLK-2, HILDA,
MIP-1a, TGF-B8, TGF-a, M-CSF, IFN-y, IFN-a, IFN-B, CD23 soluble, LIF y combinaciones de los mismos. Otros factores
terapéuticos son conocidos por los expertos en la técnica y también se pueden usar en las composiciones de vacuna de
la presente descripcion.

[0031] En diversas realizaciones descritas en el presente documento, el factor terapéutico es una citoquina. En
algunas realizaciones, la citoquina es GM-CSF. En otras realizaciones descritas en el presente documento, el factor
terapéutico es un factor de crecimiento celular inmune.

[0032] En diversas realizaciones descritas en el presente documento, la composicibn comprende uno o mas
antigenos. Tal como se utiliza en el presente documento, el término "antigeno" se refiere a cualquier agente (por
ejemplo, proteina, péptido, polisacarido, glicoproteina, glicolipido, acido nucleico, o combinaciéon de los mismos) que,
cuando se introduce en un mamifero que tiene un sistema inmunitario (directamente o después de la expresién como
en, por ejemplo, vacunas de ADN), es reconocido por el sistema inmunitario del mamifero y es capaz de provocar una
respuesta inmunitaria. Tal como se define en el presente documento, la respuesta inmunitaria inducida por el antigeno
puede ser humoral o mediada por células, o ambos. Un agente se denomina "antigénico" cuando es capaz de
interactuar especificamente con una molécula de reconocimiento de antigeno del sistema inmunitario, tal como una
inmunoglobulina (anticuerpo) o receptor de antigeno de células T (TCR).

[0033] En algunas realizaciones, uno o0 mas antigenos es un antigeno basado en proteina. En otras realizaciones, uno
0 mas antigenos es un antigeno basado en péptidos. En diversas realizaciones, uno o0 mas antigenos se seleccionan
del grupo que consiste en un antigeno de cancer, un antigeno viral, un antigeno bacteriano y un antigeno
patogénico. Un "antigeno microbiano", tal como se usa en el presente documento, es un antigeno de un microorganismo
e incluye, pero no se limita a, virus infecciosos, bacterias infecciosas, parasitos infecciosos y hongos infecciosos. Los
antigenos microbianos pueden ser microorganismos intactos y aislados naturales, fragmentos o derivados de los
mismos, compuestos sintéticos que son idénticos o similares a antigenos microbianos naturales y, preferiblemente,
inducen una respuesta inmunitaria especifica para el microorganismo correspondiente (del que se produce el antigeno
microbiano natural). En una realizacion, el antigeno es un antigeno de cancer. En una realizacién, el antigeno es un
antigeno viral. En otra realizacién, el antigeno es un antigeno bacteriano. En diversas realizaciones, el antigeno es un
antigeno patogénico. En algunas realizaciones, el antigeno patogénico es un antigeno sintético o recombinante.

[0034] En algunas realizaciones, el antigeno es un antigeno de cancer. Un "antigeno de cancer", tal como se usa en
el presente documento, es una molécula o compuesto (por ejemplo, una proteina, péptido, polipéptido, lipoproteina,
lipopéptido, glicoproteina, glicopéptidos, lipidos, glicolipidos, carbohidratos, ARN y/o ADN) asociado con una célula
tumoral o cancerosa y que es capaz de provocar una respuesta inmunitaria (humoral y/o celular) cuando se expresa en
la superficie de una célula presentadora de antigenos en el contexto de una molécula MHC. Por ejemplo, un antigeno
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de cancer puede ser un antigeno asociado a tumor. Los antigenos asociados a tumores incluyen antigenos propios, asi
como otros antigenos que pueden no estar asociados especificamente con un cancer, pero no obstante potencian una
respuesta inmunitaria a y/o reducen el crecimiento de una célula tumoral o cancerosa cuando se administran a un
mamifero. En una realizacién, al menos un antigeno es una proteina o péptido de VPH.

[0035] En algunas realizaciones de la presente descripcion, al menos un antigeno comprende una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en RAHYNIVTF (SEQ ID NO: 1), GQAEPDRAHYNIVTF (SEQ ID NO: 2),
KSSGQAEPDRAHYNIVTF (SEQ. ID NO: 3.), YMLDLQPETT (SEQ ID NO: 4), KSSYMLDLQPETT (SEQ ID NO: 5),
MHGDTPTLHEYMLDLQPETT (SEQ ID NO: 6), LLMGTLGIVCPICSQKP (SEQ ID NO: 7), KVPRNQDWL (SEQ ID NO:
8), SYVDFFVWL (SEQ ID NO: 9), KYICNSSCM (SEQ ID NO: 10), KSSKVPRNQDWL (SEQ ID NO: 11),
KSSMHGDTPTLHEYMLDLQPETT (SEQ ID. NO: 12), y KSSLLMGTLGIVCPICSQKP (SEQ ID NO: 13). En una
realizacion, al menos un antigeno comprende la secuencia RAHYNIVTF (SEQ ID NO: 1). En otra realizacion, al menos
un antigeno comprende la secuencia GQAEPDRAHYNIVTF (SEQ ID NO: 2). En todavia otra realizacién, al menos un
antigeno comprende la secuencia KSSGQAEPDRAHYNIVTF (SEQ ID NO: 3).En algunas realizaciones,
KSSGQAEPDRAHYNIVTF (SEQ ID NO: 3) se maodifica para comprender ademas un grupo hidroéfobo. En una
realizacion, el grupo hidr6fobo es un grupo palmitoilo.

[0036] En otras realizaciones, al menos un antigeno comprende la secuencia YMLDLQPETT (SEQ ID NO: 4). En otra
realizacion, al menos un antigeno comprende la secuencia KSSYMLDLQPETT (SEQ ID NO: 5). En aun otra realizacion,
KSSYMLDLQPETT (SEQ ID NO: 5) se modifica para comprender ademas un grupo hidréfobo. En una realizacion, el
grupo hidréfobo es un grupo palmitoilo.

[0037] En otras realizaciones, al menos un antigeno comprende la secuencia MHGDTPTLHEYMLDLQPETT (SEQ ID
NO: 6). En otra realizacion, MHGDTPTLHEYMLDLQPETT (SEQ ID NO: 6) se modifica para comprender ademas un
grupo hidréfobo. En una realizacion, el grupo hidréfobo es un grupo palmitoilo.

[0038] En otras realizaciones, al menos un antigeno comprende la secuencia LLMGTLGIVCPICSQKP (SEQ ID NO:
7). En algunas realizaciones, LLMGTLGIVCPICSQKP (SEQ ID NO: 7) se modifica para comprender ademas un grupo
hidréfobo. En una realizacion, el grupo hidréfobo es un grupo palmitoilo.

[0039] En algunas realizaciones, al menos un antigeno comprende la secuencia KVPRNQDWL (SEQ ID NO: 8). En
otras realizaciones, al menos un antigeno comprende la secuencia SYVDFFVWL (SEQ ID NO: 9). En todavia otras
realizaciones, al menos un antigeno comprende la secuencia KYICNSSCM (SEQ ID NO: 10). En otra realizacién, al
menos un antigeno comprende la secuencia KSSKVPRNQDWL (SEQ ID NO: 11). En algunas realizaciones,
KSSKVPRNQDWL (SEQ ID NO: 11) se modifica para comprender ademas un grupo hidréfobo. En una realizacion, el
grupo hidréfobo es un grupo palmitoilo.

[0040] En otras realizaciones, al menos un antigeno comprende la secuencia KSSMHGDTPTLHEYMLDLQPETT
(SEQ ID NO: 12). En otra realizacion, KSSMHGDTPTLHEYMLDLQPETT (SEQ ID NO: 12) se modifica para comprender
ademas un grupo hidroéfobo. En una realizacion, el grupo hidréfobo es un grupo palmitoilo.

[0041] En otras realizaciones, al menos un antigeno comprende la secuencia KSSLLMGTLGIVCPICSQKP (SEQ ID
NO: 13). En algunas realizaciones, KSSLLMGTLGIVCPICSQKP (SEQ ID NO: 13) se modifica para comprender ademas
un grupo hidréfobo. En una realizacién, el grupo hidréfobo es un grupo palmitoilo.

[0042] En una realizacién, el antigeno comprende la secuencia seleccionada del grupo que comprende gp100
(KVPRNQDWL [SEC. ID. N° 8]), TRP2 (SYVDFFVWL [SEQ. ID. N° 9]), y p53 (KYICNSSCM [SEC. ID. N° 10]), y
combinaciones de los mismos.

[0043] En una realizacién, los antigenos comprenden uno o mas de la secuencia de gp100 (KVPRNQDWL [SEQ. ID.
N° 8]) y la secuencia de TRP2 (SYVDFFVWL [SEQ. ID. N° 9]).

[0044] En diversas realizaciones, se selecciona al menos un antigeno del grupo que consiste en una lipoproteina, un
lipopéptido, y una proteina o péptido modificado con una secuencia de aminoacidos que tiene una mayor hidrofobicidad
o una menor hidrofobicidad. En algunas realizaciones, uno o mas antigenos es un antigeno modificado para aumentar la
hidrofobicidad del antigeno. En una realizacion, al menos un antigeno es una proteina o péptido modificado. En algunas
realizaciones, la proteina o péptido modificado esta unido a un grupo hidréfobo. En otras realizaciones, la proteina o
péptido modificado unido a un grupo hidréfobo comprende ademas una secuencia de enlace entre el antigeno y el grupo
hidréfobo. En algunas realizaciones, el grupo hidréfobo es un grupo palmitoilo. En todavia otras realizaciones, al menos
un antigeno es una proteina o péptido no modificado.

[0045] En diversas realizaciones descritas en el presente documento, la formulacion de vacuna induce una respuesta
inmunitaria en un mamifero mediante la activacion de la via de sefalizacion de proteina quinasa activada por mitégeno
(MAP). Se describe la induccién de una respuesta inmunitaria por adyuvantes, tales como lipidos catiénicos, por
ejemplo, en el documento PCT/US2008/057678 (W0/2008/116078; "Stimulation of an Immune Response by Cationic
Lipids") y PCT/US2009/040500 (W0O/2009/129227; " Stimulation of an Immune Response by Enantiomers of Cationic
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Lipids"). En algunas realizaciones, la via de sefializacién de MAP quinasa se activa mediante la estimulacién de al
menos una de quinasa extracelular regulada por sefial ("ERK")-1, ERK-2, y p38. En otras realizaciones, la formulacion
mejora la respuesta de los linfocitos T CD8 + especificos de antigeno funcional. El término "mamifero” es bien conocido
por los expertos en la técnica. En una realizacion, el mamifero es un ser humano.

[0046] En una realizacion descrita en el presente documento, se proporciona un procedimiento para reducir una
poblacién de células inmunosupresoras en un mamifero. El procedimiento comprende la etapa de administrar una
cantidad eficaz de una composicién de vacuna al mamifero, en el que la composicion de vacuna comprende un
adyuvante y un factor terapéutico. Las realizaciones anteriormente descritas de la composicibn de vacuna son
aplicables al procedimiento de reduccion de una poblacién de células inmunosupresoras en un mamifero que se
describe en el presente documento.

[0047] En algunas realizaciones, la célula inmunosupresora es una célula supresora derivada de mieloide (MDSC). En
otras realizaciones, la célula inmunosupresora es una célula T reguladora.

[0048] En diversas realizaciones, la reduccion da lugar a un aumento de la respuesta de células T en el mamifero. En
algunas realizaciones, la célula T es una célula T infiltrada en tumor. En algunas realizaciones, la respuesta de células T
es una respuesta de células T CD4+. En ciertas realizaciones, la célula T CD4+ es una célula T CD4+ infiltrada en
tumor. En algunas realizaciones, la respuesta de células T es una respuesta de células T CD8+. En ciertas
realizaciones, la célula T CD8+ es una célula T CD8+ infiltrada en tumor.

[0049] En diversas realizaciones, el mamifero es un humano. En algunas realizaciones, la administracion activa una
respuesta inmunitaria a través de la via de sefializacion de MAP quinasa en las células del sistema inmunitario del
mamifero. En diversas realizaciones, la via de sefializacién de la MAP quinasa se activa mediante la estimulacién de al
menos una de ERK-1, ERK-2, y p38.

[0050] En otras realizaciones, la respuesta inmunitaria activa los linfocitos T citotdxicos en el mamifero. En una
realizacion, los linfocitos T citotéxicos son células T CD8+. En otra realizacion, la administracion mejora la respuesta de
los linfocitos T CD8+ especificos de antigeno funcional. En aun otra realizacién, la respuesta inmunitaria activa una
respuesta de anticuerpos en el mamifero. En otras realizaciones, la respuesta inmunitaria activa interferén-gamma (IFN-
y) en el mamifero.

[0051] En una realizacion descrita en el presente documento, se proporciona un procedimiento para aumentar una
respuesta inmunitaria en un mamifero. El procedimiento comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de una
composicion de vacuna al mamifero, en el que la composicién de vacuna comprende un adyuvante y un factor
terapéutico. Las realizaciones anteriormente descritas de la composicion de la vacuna y del procedimiento de reduccién
de una poblacion de células inmunosupresoras en un mamifero son aplicables al procedimiento de aumentar una
respuesta inmunitaria en un mamifero descrito en el presente documento.

[0052] En una realizacion descrita en el presente documento, se proporciona un procedimiento de tratamiento de una
enfermedad en un mamifero. El procedimiento comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz de una
formulacién de vacuna al mamifero, en el que la formulacién de vacuna comprende un adyuvante y un factor
terapéutico. Las realizaciones anteriormente descritas de la formulacion de la vacuna y del procedimiento de reduccion
de una poblacion de células inmunosupresoras en un mamifero son aplicables al procedimiento de tratamiento de una
enfermedad en un mamifero descrito en el presente documento.

[0053] En algunas realizaciones, "tratamiento"”, "tratar" y "que trata", tal como se usan en el presente documento, con
referencia a patdgenos infecciosos, se refieren a un tratamiento profilactico que aumenta la resistencia de un sujeto a la
infecciéon con un patégeno o disminuye la probabilidad de que el sujeto sea infectado con el patégeno; y/o el tratamiento
después de que el sujeto se haya infectado con el fin de luchar contra la infeccion, por ejemplo, reducir o eliminar la
infeccion o prevenir que empeore. En una realizacion, el procedimiento es un tratamiento profilactico. En algunas
realizaciones, la enfermedad es un cancer.

EJEMPLO 1

Preparacion de adyuvante y adyuvantes que incorporan un antigeno

[0054] Los adyuvantes se pueden preparar utilizando lipidos catiénicos solos. Alternativamente, los adyuvantes se
pueden preparar usando mezclas de lipidos catiénicos y otros inmunomoduladores. Las composiciones de vacuna se
pueden preparar utilizando una composiciéon a base de lipidos catiénicos que incorpora un antigeno. En el presente
ejemplo, DOTAP fue utilizado como un lipido cationico de ejemplo y el antigeno de péptido E7 de proteina de VPH se
us6 como un antigeno de ejemplo.

[0055] Se us6 agua estéril para inyeccion (WFI) o un tampon en todos los procedimientos en los que se prepararon
lipidos cationicos en liposomas. En este ejemplo, los liposomas se prepararon utilizando peliculas lipidicas. El antigeno
de E7 utilizado para la incorporacion en los liposomas fue un epitopo de CTL restringido a H-2DP (aminoacido 49-57,
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RAHYNIVTF [SEQ. ID. NO. 1]) derivado de proteina E7 de VPH 16. Las peliculas lipidicas se realizaron en viales de
vidrio mediante (1) disolucion de los lipidos en un disolvente organico, tal como cloroformo, y (2) evaporacion de la
solucién de cloroformo bajo una corriente constante de gas nitrégeno seco. Las trazas de disolvente organico se
eliminaron manteniendo las peliculas bajo vacio durante la noche. Las peliculas lipidicas se hidrataron a continuacién
mediante la adicidn de la cantidad requerida de WFI o tampon para obtener una concentracion final de 4-10 mg/ml. Las
suspensiones se extruyeron a continuaciéon a un tamafio de 200 nm y se almacenaron a 4°C.

[0056] Para la preparacion de lipido catidnico que incorpora un antigeno, la pelicula lipidica de DOTAP se rehidrat6 por
una solucion acuosa de péptido E7. También se pueden utilizar otros procedimientos usados en la preparacién general
de liposomas que son bien conocidos para los expertos en la técnica.

EJEMPLO 2

Efecto de las composiciones de vacuna en la respuesta inmunitaria _especifica de antigeno en ratones portadores de
tumores

[0057] Se pueden comparar varias composiciones de vacuna de acuerdo con la presente descripcién y se evaluaron
por sus efectos sobre la respuesta inmunitaria especifica de antigeno en ratones portadores de tumor. En este ejemplo,
se us6 R-DOTAP como un lipido cationico de ejemplo, se usé el péptido E7 como un antigeno de ejemplo y se usé la
citoquina GM-CSF como factor terapéutico de ejemplo. Ademas, se usaron Ab anti-CD40 y el adyuvante incompleto de
Freund (IFA) como adyuvantes comparativos.

[0058] En este ejemplo, se prepararon composiciones de vacuna de acuerdo con la descripcion y se evaluaron los
siguientes grupos:

Grupo 1: R-DOTAP-péptido E7 (20 pg/raton) y GM-CSF (5 pg/raton)

Grupo 2: R-DOTAP-péptido E7 (20 pg/raton)

Grupo 3: GM-CSF (5 pg/raton), péptido E7 (100 ug/ratén), Ab anti-CD40 (20 pg/raton), e IFA (50 pg/ratén)

Grupo 4: R-DOTAP solo

Grupo 5: GM-CSF solo

Grupo 6: R-DOTAP y GM-CSF

Grupo 7: Control no tratado

[0059] Se implantaron en ratones hembra C57BL6 de 6-8 semanas de edad (5 ratones por grupo) 50.000 células TC-
1/ratén por via subcutanea en el flanco derecho en el dia 0. En el dia 8, cuando todos los ratones tenian tumores de ~3-
4 mm de diametro, los sujetos de cada grupo fueron administrados con la composicion de vacuna del grupo apropiado.

[0060] EI tratamiento se repitié en el dia 15. Seis dias mas tarde (es decir, dia 21 después de la implantacion del
tumor), se sacrificaron los ratones. Los bazos de los ratones se recogieron y se procesaron para los linfocitos totales. La
actividad de IFNy en presencia de péptido E7 49.57 frente a péptido de control irrelevante (10 pg/ml de cada uno) se
ensay0 mediante ELISPOT. Se evalué el nimero de puntos de cultivo reestimulado con E7 4957 menos cultivo
restimulado con antigeno irrelevante por millén de esplenocitos.

[0061] Tal como se muestra en la Figura 1, el Grupo 1 (es decir, R-DOTAP-péptido E7 y GM-CSF) mostré un aumento
estadisticamente significativo en la respuesta inmunitaria especifica de antigeno en ratones portadores de tumor en
comparacion con los otros grupos. La combinacion de R-DOTAP-péptido E7 y GM-CSF mostré un efecto sinérgico en la
respuesta inmunitaria especifica de antigeno en comparacién con los componentes individuales. Se administré el grupo
3 (es decir, GM-CSF, péptido E7, Ab anti-CD40 e IFA) con factor de crecimiento y un adyuvante de lipido no catiénico,
pero no mostrd un efecto sinérgico sobre la respuesta inmunitaria, tal como se observa con el Grupo 1.

EJEMPLO 3

Efecto de las composiciones de vacuna en MDSC en el microambiente tumoral de ratones portadores de tumores

[0062] Se pueden comparar varias composiciones de vacuna de acuerdo con la presente descripcion y se evaluaron
por sus efectos en el numero de MDSC en el microambiente tumoral en ratones portadores de tumor. En este ejemplo,
se us6 R-DOTAP como un lipido cationico de ejemplo, se usoé el péptido E7 como un antigeno de ejemplo y se usé la
citoquina GM-CSF como factor terapéutico de ejemplo.

[0063] En este ejemplo, se prepararon composiciones de vacuna de acuerdo con la descripcion y se evaluaron los
siguientes grupos:

Grupo 1: R-DOTAP-péptido E7 (20 pg/ratén) y GM-CSF (5 pg/raton)

Grupo 2: R-DOTAP-péptido E7 (20 pg/ratén)

Grupo 3: R-DOTAP solo

Grupo 4: GM-CSF solo
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Grupo 5: R-DOTAP y GM-CSF
Grupo 6: Control no tratado

[0064] Se implantaron en ratones hembra C57BL6 de 6-8 semanas de edad (5 ratones por grupo) 50.000 células TC-
1/ratén por via subcutanea en el flanco derecho en el dia 0. En el dia 8, cuando todos los ratones tenian tumores de ~3-
4 mm de diametro, los sujetos de cada grupo fueron administrados con la composicion de vacuna del grupo apropiado.

[0065] EIl tratamiento se repitié en el dia 15. Seis dias mas tarde (es decir, dia 21 después de la implantacion del
tumor), el tejido tumoral se recogié de los ratones. Las muestras tumorales fueron procesadas utilizando GentleMACS
Dissociator (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) y el protocolo de homogeneizacion de tumor sdlido, tal como se sugiere el
fabricante.

[0066] Se analizaron las MDSC (definidas como células CD11b*Cr-1*) infiltradas en el tumor dentro de la poblacion de
células CD44* (marcador de células hematopoyéticas) usando el ensayo de citometria de flujo. El nimero de células
infiltradas en el tumor se estandarizé por 1x106 de células tumorales totales y se presenté como valores promedio.

[0067] Como se muestra en la Figura 2, tanto el grupo 1 (es decir, R-DOTAP-péptido E7 y GM-CSF) como el grupo 5
(es decir, R-DOTAP-E7 y GM-CSF) mostraron una disminucién estadisticamente significativa en el nimero de MDSC en
ratones portadores de tumores en comparacidn con ratones no tratados y ratones tratados sélo con GM-CSF. La
combinacion de R-DOTAP-péptido E7 y GM-CSF exhibio un efecto sinérgico para reducir el nimero de MDSC en
comparacion con los componentes individuales. Ademas, la combinacion de R-DOTAP y GM-CSF (es decir, sin la
administracion de un antigeno) exhibié un efecto sinérgico similar para reducir el nimero de MDSC en comparacion con
los componentes individuales.

EJEMPLO 4

Efecto de las composiciones de vacuna en células T CD8+ infiltradas en tumores de ratones portadores de tumores

[0068] Se pueden comparar varias composiciones de vacuna de acuerdo con la presente descripcion y se evaluaron
por sus efectos en el nimero de células T Cd8+ infiltradas en tumores en ratones portadores de tumor. En este ejemplo,
se usé R-DOTAP como un lipido cationico de ejemplo, se us6 el péptido E7 como un antigeno de ejemplo y se uso la
citoquina GM-CSF como factor terapéutico de ejemplo.

[0069] En este ejemplo, se prepararon composiciones de vacuna de acuerdo con la descripciéon y se evaluaron los
siguientes grupos:

Grupo 1: R-DOTAP-péptido E7 (20 pg/ratén) y GM-CSF (5 pg/raton)

Grupo 2: R-DOTAP-péptido E7 (20 pg/raton)

Grupo 3: R-DOTAP solo

Grupo 4: GM-CSF solo

Grupo 5: R-DOTAP y GM-CSF

Grupo 6: Control no tratado

[0070] Se implantaron en ratones hembra C57BL6 de 6-8 semanas de edad (5 ratones por grupo) 50.000 células TC-
1/raton por via subcutanea en el flanco derecho en el dia 0. En el dia 8, cuando todos los ratones tenian tumores de ~3-
4 mm de diametro, los sujetos de cada grupo fueron administrados con la composicién de vacuna del grupo apropiado.

[0071] EI tratamiento se repitid en el dia 15. Seis dias mas tarde (es decir, dia 21 después de la implantacién del
tumor), el tejido tumoral se recogi6é de los ratones. Las muestras tumorales fueron procesadas utilizando GentleMACS
Dissociator (Miltenyi Biotec, Auburn, CA) y el protocolo de homogeneizacion de tumor sélido, tal como se sugiere el
fabricante.

[0072] Se analiz6 el numero de células T CD8+ infiltradas en el tumor dentro de la poblacién de células CD44*
(marcador de células hematopoyéticas) usando el ensayo de citometria de flujo. EI nimero de células infiltradas en el
tumor se estandarizé por 1x106 de células tumorales totales y se presenté como valores promedio.

[0073] Tal como se muestra en la Figura 3, tanto el grupo 1 (es decir, R-DOTAP-péptido E7 y GM-CSF) como el
Grupo 2 (es decir, R-DOTAP-E7) mostraron un aumento estadisticamente significativo en el nimero de células T CD8+
infiltradas en el tumor en ratones portadores de tumor en comparacion con los otros grupos. La combinacion de R-
DOTAP-péptido E7 y GM-CSF exhibio un efecto sinérgico para aumentar el nimero de células T CD8+ infiltradas en el
tumor en comparacion con los componentes individuales.

EJEMPLO 5

Efecto de composiciones de vacuna en la respuesta inmunitaria especifica de antigeno en ratones
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[0074] Se pueden comparar varias composiciones de vacuna de acuerdo con la presente descripcion y se evalGan por
sus efectos sobre la respuesta inmunitaria especifica de antigeno en ratones. En este ejemplo, se usé R-DOTAP como
un lipido catidnico de ejemplo, se utilizaron los péptidos TRP-2 y gp100 como un antigeno de ejemplo y se uso la
citoquina GM-CSF como un factor terapéutico de ejemplo.

[0075] En este ejemplo, se prepararon composiciones de vacunas de acuerdo con la descripcion y se evaluaron los
siguientes grupos:

Grupo 1: R-DOTAP/péptidos TRP-2/gp100 (190 ug/ 160 ug)

Grupo 2: R-DOTAP/péptidos TRP-2/gp100/GM-CSF (190 ug/160 ug/0,5 ug)

[0076] Se utilizaron ratones hembra C57BL6 de 6-8 semanas de edad (4 ratones por grupo) en el estudio. En los dias
0y 8, los sujetos de cada grupo fueron administrados con la composicién de vacuna del grupo apropiado.

[0077] Siete dias mas tarde (es decir, dia 14 después de la primera administracion), los ratones se sacrificaron y sus
bazos se recogieron y se procesaron para los linfocitos totales. La actividad de IFNy en presencia de los péptidos TRP-2
y gp-100 vs. péptido de control irrelevante (10 pug/ml de cada uno) se ensay6 mediante ELISPOT. Los valores se
presentaron como el nimero de puntos de cultivo reestimulado con TRP-2 y gp100 menos cultivo reestimulado con
antigeno irrelevante por millén de esplenocitos.

[0078] Tal como se muestra en la Figura 4, el Grupo 2 (es decir, R-DOTAP/péptido TRP-2/gp100/GM-CSF) exhibi6 un
aumento estadisticamente significativo en la respuesta inmunitaria especifica de antigeno en comparacién con el Grupo
1, que no incluia GM-CSF.
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REIVINDICACIONES
1. Composicién de vacuna que comprende un lipido catidnico y un factor terapéutico, en el que el factor terapéutico es
GM-CSF, para usar en el tratamiento o la prevencion del cancer mediante la reduccion de una poblacion de células
supresoras derivadas de mieloide (MDSC) en un mamifero.

2. Composicion de vacuna para usar, segun la reivindicacion 1, en la que el lipido catiénico se selecciona del grupo que
consiste en DOTAP, DOTMA, DOEPC, y combinaciones de los mismos.

3. Composicion de vacuna para usar, segun la reivindicacion 1, en el que el lipido catidnico es DOTAP.

4. Composicién de vacuna para usar, segun la reivindicacion 1, en el que el lipido catiénico es un enantiémero y en el
que el enantiomero es R-DOTAP o S-DOTAP.

5. Composicion de vacuna para usar, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la composicion
comprende ademas uno o0 mas antigenos para inducir una respuesta de células T.

6. Composicién de vacuna para usar, segun la reivindicacion 5, en el que uno 0 mas antigenos es un antigeno basado
en proteina.

7. Composicion de vacuna para usar, segun la reivindicacion 5, en el que uno o mas antigenos es un antigeno basado
en péptido.

8. Composicion de vacuna para usar, segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que dicho uno o mas
antigenos es un antigeno de cancer.

9. Composicion de vacuna para usar, segun la reivindicacion 5, en el que la respuesta de células T es una respuesta de
células T CD8+, preferiblemente en el que la célula T CD8+ es una célula T CD8+ infiltrada en tumor.
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