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DESCRIPCION
Oligonucledtidos inmunoestimuladores no agregantes
[Campo técnico]

La presente invencion se refiere a un oligonucleétido inmunoestimulador no agregado, y mas especificamente a un
agente para la administracion de un oligonucledtido inmunoestimulador CpG no agregado.

[Técnica antecedente]

Los oligonucleétidos inmunoestimuladores tienen expectativas como adyuvantes de vacunas que provocan una
respuesta inmunitaria innata de manera dependiente del receptor tipo Toll (TLR) 9 y potencian el efecto inmunoldgico
de una vacuna mediante la coadministracion de la misma con un antigeno vacunal, o como agente inmunorregulador
que utiliza respuestas inmunitarias innatas autoprovocadas. Los oligonucleétidos inmunoestimuladores se clasifican a
grandes rasgos en dos tipos, de los cuales el tipo K es conocido por ser soluble en solucion salina e inducir
principalmente la produccion de interleucina (IL)-6. Ya esta en marcha su adaptacion al uso clinico como prometedor
medicamento a base de acidos nucleicos. Se sabe que el otro tipo, es decir, el tipo D, es insoluble en solucion salina
e induce principalmente la produccion de IFN-a, por lo que su actividad biolégica difiere de la del tipo K. Sin embargo,
su adaptacion al uso clinico no ha avanzado debido a que es insoluble en solucion salina.

La presente invencion ha desarrollado un oligonucleétido inmunoestimulador de tipo D que es soluble en solucion
salina. Se espera que esto fomente la aplicacion clinica de los oligonucleétidos inmunoestimuladores de tipo D.

Los oligonucledtidos CpG (ODN) inmunoestimuladores se han desarrollado y utilizado como agentes
inmunoactivadores innatos dependientes de TLR9 y adyuvantes de vacunas durante mas de 10 afios [Literatura no
de patente 1]. Los ODN inmunoestimuladores pueden clasificarse en cuatro tipos (o clases) diferentes en funcion de
las caracteristicas de su esqueleto y secuencia: los ODN de tipo A/D, B/K, C y P [Literatura no de patente 2; Literatura
no de patente 3]. Los ODN de tipo A/D (en su mayor parte con un esqueleto fosfodiéster y una cola poli-G en el extremo
3") estimulan principalmente la produccién de interferén (IFN)-a a partir de células dendriticas plasmocitoides (pDC).
Los ODN de tipo B/K (todos con esqueleto de fosforotioato) activan la produccién de IL-6 y células B. Aunque los ODN
de tipo C pueden estimular la produccién tanto de IFN-a como de IL-6, el IFN-a es inducido por los ODN de tipo C en
menor medida que por los ODN de tipo A/D. Recientemente se ha descubierto otro ODN, el ODN de tipo P [Literatura
no de patente 4]. Los ODN de tipo P (todos con esqueleto de fosforotioato) comprenden dos secuencias palindromicas
con un perfil de citocinas similar a los ODN de tipo C, pero inducen una mayor produccion de IFN-a que los ODN de
tipo C [Literatura no de patente 4].

Aunque se han desarrollado muchos ODN inmunoestimuladores diferentes, la diferencia mas caracteristica entre
dichos ODN es el perfil de induccion de IFN-a de los mismos. En términos de lo anterior, los ODN de tipo A/D (perfil
alto de IFN-a) y de tipo B/K (perfil bajo de IFN-a alto de IL-6) se consideran dos prototipos tipicos distintos de ODN
inmunoestimuladores [Literatura no de patente 5]. Estudios recientes de microarrays también han confirmado firmas
genéticas superpuestas pero diferentes entre los ODN de tipo A/D y los ODN de tipo B/K [Literatura no de patente 6].
Los ODN de tipo A/D se caracterizaron principalmente por la induccion sostenida de IFN de tipo |, mientras que los
ODN de tipo B/K indujeron muchos genes que se asociaron significativamente con la resistencia a las infecciones
bacterianas, como la IL-1B y la IL-6 [Literatura no de patente 6]. Estas diferencias en los perfiles in vitro pueden reflejar
las diferencias observadas in vivo cuando estos ODN se utilizan como adyuvante de vacunas o como agente
inmunoterapéutico Unico. Para las vacunas contra la malaria, K3 (ODN de tipo B/K) mostré mejor capacidad adyuvante
que D35 (ODN de tipo A/D) con respecto a la produccion de anticuerpos cuando se afadié a la inmunizacion
SE36/AHG de un mono cynomolgus [Literatura no de patente 7]. Sin embargo, los ODN de tipo A/D indujeron una
mejor respuesta inmune protectora que los ODN de tipo B/K, con una vacuna de Leishmania/AHG esterilizada por
calor en mono rhesus [Literatura no de patente 8]. Del mismo modo, los ODN de tipo A/D también mostraron un mejor
potencial que los ODN de tipo B/K tanto en modelos de monos rhesus sanos como en modelos de monos rhesus
infectados por el VIS como agente terapéutico Unico para la leishmaniasis [Literatura no de patente 9]. Curiosamente,
la administracion de ODN de tipo B/K exacerbo el estado patolégico de la leishmaniasis cutanea en este modelo
[Literatura no de patente 9].

La potente induccion de IFN-a por ODN de tipo A/D esta estrechamente relacionada con la estructura de orden superior
de este tipo de ODN. La cola poli-G de los ODN de tipo A/D forma una estructura de ADN G-quadruplex en una
solucion salina, lo que da lugar a la formacion de nanoparticulas/agregados [Literatura no de patente 10; Literatura no
de patente 11; Literatura no de patente 12; y Literatura no de patente 13]. Del mismo modo, los ODN inductores de
IFN-a de tipo P formaban una estructura dimérica o un agregado [Literatura no de patente 14]. Se ha informado con
frecuencia de que la formacion de agregados es esencial para una elevada produccion de IFN-a por ODN de tipo A/D
[Literatura no de patente 12; y Literatura no de patente 13]. Esto se debe a que la multimerizacion voluntaria de ODN
conduce a una agregacion y precipitacion incontroladas, lo que da lugar a grandes diferencias entre productos o a
dificultades de administracién. Para superar este problema, se ha intentado introducir un grupo protector termolitico
en los ODN de tipo A/D [Literatura no de patente 15 y Literatura no de patente 16]. Aunque la formacién de agregados
en solucién salina antes de la administracién se evita mediante dicha modificacion, la escision dependiente de la
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temperatura de un grupo protector permite la formacién de G-quadruplex tras la administracion in vivo [Literatura no
de patentes 15 y 16]. Esta estrategia termolitica de ODN de tipo pro-D es un procedimiento prometedor para obtener
ODN de tipo A/D clinicamente aplicables, pero es necesario evaluar la viabilidad de su aplicacion clinica. Actualmente,
no se ha informado de ningun ensayo clinico en seres humanos. La [Literatura no de patente 17] divulga agentes
oligonucledtidos inmunoterapéuticos de tipo AD y un portador polisacarido. La [Literatura no de patente 18] divulga
nuevos agentes oligonucledtidos inmunoterapéuticos de tipo P, como los oligonucleétidos de tipo A con enlaces de
guanina y fosforotioato. La [Literatura no de patente 19] también divulga oligonucleétidos CpG, algunos de los cuales
comprenden un enlace fosforotioato. EI documento WO 2014/010718 A1 divulga oligonucledtidos con una secuencia
central y residuos de guanina flanqueantes que se estabiliza mediante enlaces fosforotioato. EI documento WO
2005/030259 A2 divulga oligonuclestidos CpG inmunoestimuladores de clase A, en los que los extremos 3'-y 5'- estan
modificados con fosforotioato y la porcion central es fosfodiéster. EI documento WO 2007/068747 A1 divulga
oligonucledtidos CpG inmunoestimuladores de clase A y B con nucledtidos fosforotioados.

[Lista de citas]
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[LNP 4] Samulowitz U et al., (2010) Oligonucleétidos 20: 93-101.
[LNP 5] Verthelyi D et al., (2001) J Immunol 166: 2372-2377.
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[LNP 14] Samulowitz U et al., (2010) Oligonucledtidos 20: 93-101.]
[LNP 15] Puig M et al., (2006) Nucleic Acids Res 34: 6488-6495.
[LNP 16] Grajkowski A et al., (2005) Nucleic Acids Res 33: 3550-3560.
[LNP 17] Shimada N et al., (2007) Bioconjugate Chemistry 18: 1280-1286.
[LNP 18] Samulowitz, U et al., (2010) Oligonucleétidos 20: 93-101.
[LNP 19] Ishii K J et al. (2006) Trends In Immunology, Elsevier Ltd., Trends Journals GB 27: 525-532.
[Sumario de la invencion]
[Solucién al problema]

Se ha completado la presente invencién en base a los hallazgos del desarrollo de un ODN no agregado de tipo A/D
modificando un oligonucleétido inmunoestimulador ejemplar D35, y examinando las propiedades fisicas y biologicas
del mismo. La presente invencién también se complet6 en base al hallazgo de que una simple modificacién en D35,
la adicién de un polideoxinucledtido fosforotioato al extremo 3', previene fuertemente la formacién de agregados en
solucion salina, pero mantiene la propiedad de inducir IFN-a a un alto nivel.

Se proporciona un ejemplo detallado. Se utilizé como material de partida oligonucleétidos inmunoestimuladores como
el D35, que se seleccionaron como ejemplo tipico de CpG-ODN de tipo D con la mayor actividad. El D35 muestra una
induccion preferencial de IFN-a, pero se agrega rapidamente para formar un gel semitransparente cuando se disuelve
en una solucion salina. Por esta razon, se considerd que el D35 no era adecuado y requeria mejoras para las
aplicaciones médicas reales de la presente invencion. Asi pues, se examiné mas a fondo el D35 y se comprobo que
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la region de dG consecutivos en el extremo 3' tiene un fuerte efecto sobre la gelificacion en vista de la estructura del
D35. A la luz de esta informacion, se concibi6 la idea de sustituir el dG por otro acido nucleico y examinar la actividad
de las variantes. La sustitucion de la region con dG consecutivo por otro acido nucleico dio como resultado una
prevencion exitosa de la gelificacién, pero ya no fue posible su introduccion independiente en las células. En vista de
lo anterior, se concluyo que los adyuvantes de acido nucleico de tipo D pueden separarse en una unidad con actividad
inductora de la produccion de IFN-a y una unidad que exhibe capacidad de introduccion celular y se comenzo a cribar
modificando el factor de gelificacion, la unidad con capacidad de introduccion celular, para completar la presente
invencion. Asi, la presente invencion proporciona lo siguiente.

(1) Un oligonucledtido que comprende un oligonucleétido inmunoestimulador de longitud completa de tipo B/K, de
tipo C o de tipo P o una fraccion central con actividad bioldgica de un oligonucledtido inmunoestimulador de tipo
A/D del que se eliminan G consecutivas y un acido nucleico que comprende un nucledtido fosforotioado, en el
que el acido nucleico tiene una longitud de 9 bases a 100 bases, y en el que el contenido de nucledtido
fosforotioado en el acido nucleico es de aproximadamente 35% o mayor, en el que dicho acido nucleico esta unido
a un extremo 5' 0 a un extremo 3' de la longitud completa de un oligonucleétido inmunoestimulador de tipo B/K,
de tipo C o de tipo P o a la fraccién central con actividad biolégica de un oligonucledtido inmunoestimulador de
tipo A/D.

(2) El oligonucledtido del punto 1, en el que el acido nucleico impide la formacion de un multimero debido a la
guanina.

(3) El oligonucledtido de cualquiera de los puntos 1-2, en el que el contenido de nucleotidos fosforotioados en el
acido nucleico es de aproximadamente el 50% o superior 0 superior a aproximadamente el 50%.

(4) El oligonucledtido de cualquiera de los puntos 1-3, en el que la actividad biolégica es la actividad inductora de
la produccion de interferén (IFN)-a y/o la actividad inductora de la produccién de interleucina-6 (IL-6).

(5) El oligonucledtido de cualquiera de los puntos 1-4, en el que la fraccién central es del tipo A/D de la que se
eliminan las G consecutivas, o comprende una fraccion central (TGCATCGATGCA (SEQ ID NO: 22)) de un
oligonucleétido D35, una fraccién central (GACGATCGTC (SEQ ID NO: 56)) de A2216, o una fraccion central
(ACGACGTCGT (SEQ ID NO: 58)) de A2336.

(6) Un agente que comprende el oligonucleétido de cualquiera de los puntos 1 a 5 para su uso en un procedimiento
de inmunoestimulacion.

(7) El agente para su uso en un procedimiento del punto 6, en el que el agente es para inducir la produccion de
interferén (IFN)-a y/o interleucina-6 (IL-6).

(8) El agente para su uso en un procedimiento del punto 6, en el que la fraccion central esta comprendida por un
vehiculo para la introduccién celular.

(9) El agente para su uso en un procedimiento del punto 6, en el que el vehiculo es un liposoma.

(10) El oligonucleétido del punto 1, en el que el acido nucleico es para su uso en la administracién in vivo del
oligonucleétido inmunoestimulador.

En la presente invencion, una o mas de las caracteristicas descritas anteriormente estan destinadas a ser
proporcionadas no s6lo como las combinaciones descritas explicitamente, sino también como otras combinaciones de
las mismas. Las realizaciones y ventajas adicionales de la presente invencion son reconocidas por los expertos en la
materia mediante la lectura de la siguiente descripcion detallada, segun sea necesario.

[Efectos ventajosos de la invencion]

Como se explica en el presente documento, se entiende a partir de los resultados proporcionados en la presente
invencién que la presente invencion representada por D35-dAs40, D35core-dAs40, y similares son prototipos de ODN
no agregados de tipo A/D prometedores con la ventaja de facilitar la preparacion de farmacos para aplicaciones
clinicas. También se descubrié que la agregacion de oligonucleétidos inmunoestimuladores, como el D35, se suprime
mediante la adicién del extremo 5', por lo que se espera su aplicacion como medicamentos. La produccién de IL-6
también aumenta inesperadamente. También se espera que este aspecto se aplique a los medicamentos.

[Breve descripcion de los dibujos]

[Figura 1] La Figura 1 muestra los resultados del cribado de PBMC humanas utilizando varios ODN de tipo A/D
con colas de polinucledtidos diferentes. Las PBMC humanas se estimularon durante 24 horas con los ODN
sintéticos mostrados (1 uM) (Tabla 1), y la produccién de IFN-a e IL-6 en el sobrenadante se midié mediante
ELISA. (A) es un grafico que muestra la necesidad de un motivo CpG y un hexamero de guanina con respecto a
la secrecion de citoquinas a partir de PBMC humanas. Tanto el IFN-a como la IL-6 se secretaron de forma
dependiente del motivo CpG y no dependiente de la secuencia del hexamero de guanina. (B) es un grafico que
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muestra la comparacion de los esqueletos de cola (fosforotioato o fosfodiéster). La secrecion de citoquinas
dependia de la cola de fosforotioato 40-mer (1, 3 y 5). Los ODN con una cola fosfodiéster 40-mer apenas
mostraron actividad bioldgica (2, 4 y 6). Los graficos de barras muestran la concentracion de un solo pocillo para
cada estimulacion. Los resultados son ejemplos representativos de tres experimentos diferentes de dos donantes
distintos (Exp-1y Exp-2, Exp-3 y Exp-4).

[Figura 2] La Figura 2 muestra que los ODN D35 sin hexameros de guanina requieren DOTAP para su actividad
inmunoestimuladora. Las PBMC humanas se estimularon durante 24 horas con los ODN sintéticos mostrados (1
MM) con o sin DOTAP, y la produccion de IFN-a e IL-6 en el sobrenadante se midié mediante ELISA. EI DOTAP
rescaté la actividad inmunoestimuladora de los ODN de tipo A/D, D35A, D35T y D35C sin hexameros de guanina.
Estos ODN no mostraron actividad inmunoestimuladora sin DOTAP. Los graficos de barras muestran la
concentracion de citoquinas de un solo pocillo para cada estimulacion.

[Figura 3] La figura 3 muestra las propiedades fisicas de los ODN de tipo A/D con cola de polinucleétido en una
soluciéon de PBS. Los resultados del analisis DLS para las soluciones de ODN mostradas (1,0 mg/mL cada una
en PBS) se muestran mediante (A) graficos de % de intensidad y (B) graficos de % de masa. Conslltense los
resultados de cada medicién en la Tabla 2. (C) muestra la turbidez de las soluciones de ODN mostradas. Los
ODN mostrados se disolvieron primero en agua destilada a una concentracion de 10 mg/mL (todos los ODN se
disolvieron completamente en agua, y las soluciones eran transparentes), y después se diluyeron con PBS hasta
una concentracion final de 1,0 mg/mL. Las soluciones se almacenaron durante al menos 18 horas a4 °C y, a
continuacioén, se tomaron fotografias. El D35 dio lugar a una turbidez visible a los ojos durante el periodo de
incubacion. En cambio, otros ODNS permanecieron transparentes. (D) muestra una imagen TEM de D35
agregado en PBS que se prepard de la misma manera que en (C).

[Figura 4] La Figura 4 muestra la actividad bioldgica de D35-dAs40 y D35core-dAs40. (A) muestra la produccion
de IFN-a dependiente de la dosis a partir de PMBC humanas por los ODN mostrados. (B) muestra el efecto de
una secuencia adyacente en la actividad de induccion de citoquinas. D35core+dAs40 es suficiente para inducir la
secrecion de IFN-a a partir de PBMC humanas. Las barras indican la media + SEM de tres experimentos. (C)
muestra que la longitud de una cola dAs afecta a la actividad bioldgica de los ODN de tipo D35core-dAs. Las
PBMC humanas se estimularon con los ODN mostrados (concentracion final de 1 uM), y la concentracion de
citoquinas se midié mediante ELISA al cabo de 24 horas. Las barras indican la media + SEM de tres experimentos.
(D) muestra la relacion entre la longitud de la cola y la dosis de ODN para los ODN mostrados. Los graficos de
barras indican la produccién de IFN-a e IL-6 dependiente de la dosis a partir de un unico pocillo para cada
estimulacion. *p < 0,05, **p < 0,01.

[Figura 5] La Figura 5 muestra que el D35-dAs40 y el D35core-dAs40 se disuelven directamente en solucion
salina, pero que el D35 original no lo hace. (A) muestra una imagen de viales de ODN liofilizados de grado GMP
para K3, D35, D35-dAs40 y D35core-dAs40 (10 mg/vial). Las sustancias blancas son ODN sintéticos liofilizados.
(B) Se afadié solucion salina (1 mL) directamente a cada vial. K3, D35-dAs40 y D35core-dAs40 se disolvieron
completamente en solucion salina en 5 minutos o menos. El D35 no se disolvié completamente en la solucion
salina. Se formaron muchos agregados gelatinosos visibles. Este estado insoluble no cambié durante al menos
un mes.

[Figura 6] La Figura 6 muestra los efectos de la modificacion por dAs40 del extremo 5' y/o el extremo 3' de D35 o
la SPGilacion del mismo en la produccion de citoquinas de PBMC humanas. Las PBMC humanas se estimularon
con un ODN (D35-dAs40 (SEQ ID NO: 1), dAs40-D35 (SEQ ID NO: 74), D35-dAs40-D35 (SEQ ID NO: 75); 1 uM
cada uno) o ODN SPGilado del mismo (D35-SPG, SPG-D35, o D35-SPG-D35; cada uno en la cantidad de 1 yM
de ODN), K3 (SEQ ID NO: 30), o D35 (SEQ ID NO: 31), y la secrecion de IFN-a e IL-6 del sobrenadante se midio
mediante ELISA a las 24 horas. Las barras indican la media + SEM de tres experimentos. *p < 0,05, ** p < 0,01,
***p <0,001.

[Figura 7] La figura 7 muestra que D35-dAs40, D35core-dAs40 y D35-SPG tienen una excelente capacidad
adyuvante cuando se utilizan con una vacuna contra la gripe SV en monos cynomolgus. (A) muestra el calendario
de inmunizacion y ensayos. Seis grupos de monos (n = 2 6 3) fueron inmunizados por via subcutanea dos veces
con un intervalo de dos semanas con un volumen total de 500 pl de vacuna SV (A/Nueva Caledonia/20/99, 5
pMg/mono), con o sin los adyuvantes mostrados (4,7 nmol cada uno: K3, 30 ug; D35, 30 ug; D35-dAs40, 92 ug; y
D35-SPG, 92 ug como la cantidad de D35-dAs40). (B) La IgG total anti-SV en el suero se midié6 mediante ELISA.
El eje horizontal indica la relacion de dilucién del suero. Cada linea indica monos individuales (C) En otro
experimento, dos grupos de monos (n = 3) fueron inmunizados con D35 (4,7 nmol = 30 pg) o D35core-dAs40 (4,7
nmol = 80 pg) como en (A). 4 semanas después del cebado, se midi6 el titulo total de IgG anti-SV mediante ELISA.
Las barras indican la media + SEM.

[Figura 8] La Figura 8 muestra los perfiles de citoquinas de los ODN CpG de tipo D en PBMC humanas. Se
estimularon las PBMC de tres voluntarios adultos japoneses con D35, D35-dAs40, D35-SPG o el medio. Cada
grupo de cada grafico indica, desde la izquierda, D35, D35-dAs40, D35-SPG y medio. Cada ODN se sometio a
diluciones seriadas (0,74, 2,2, 6,6 o 20 pg/mL). Transcurridas 24 horas, se midié la concentracién de citocinas en
el sobrenadante mediante un kit de ensayo de citocinas Milliplex.
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[Figura 9] La figura 9 estudio el efecto de la longitud de la cola sobre la actividad inmunoestimuladora. Las PBMC
humanas se estimularon durante 24 horas con los ODN sintéticos (1 uM) mostrados en la Figura. La produccién
de IFN-a e IL-6 en el sobrenadante se analizd6 mediante ELISA. Cada uno de los simbolos de la figura es el
siguiente: 1. D35core-dAs1 (SEQ ID NO: 35); 2. D35core-dAs2 (SEQ ID NO: 36); 3. D35core-dAs3 (SEQ ID NO:
37); 4. D35core-dAs4 (SEQ ID NO: 38); 5. D35core-dAs5 (SEQ ID NO: 39); 6. D35core-dAs6 (SEQ ID NO: 40); 7.
D35core-dAs7 (SEQ ID NO: 41); 8. D35core-dAs8 (SEQ ID NO: 42); 9. D35core-dAs9 (SEQ ID NO: 43); 10.
D35core-dAs10 (SEQ ID NO: 44); 11. D35core-dAs20 (SEQ ID NO: 45); 12. D35core-dAs60 (SEQ ID NO: 46);
13. D35core-dAs80 (SEQ ID NO: 47); y 14. D35core-dAs100 (SEQ ID NO: 48). D35core tiene la secuencia
tgcatcgatgca (SEQ ID NO: 22), D35core-dAs1 tiene la secuencia tgcatcgatgca®a (SEQ ID NO: 35), y D35core-
dAs2 tiene la secuencia tgcatcgatgcaa®a (SEQ ID NO: 36). De este modo, D35core-dAsN (N es un numero)
indica el nUmero de adeninas unidas a la secuencia de D35core por un enlace fosforotioato en orden. Asi,
D35core-dAs100 es tgcatcgatgca [*a] (100) (SEQ ID NO: 48) (es decir, esto significa que 100 adeninas con un
enlace fosforotioato estan unidas al D35core). # indica un enlace fosforotioato.

[Figura 10] La figura 10 es el estudio del efecto de la cantidad de fosforotioato en la cola sobre la actividad
inmunoestimuladora. Las PBMC humanas se estimularon durante 24 horas con los ODN sintéticos mostrados en
la Figura (1 uM). La produccién de IFN-a e IL-6 en el sobrenadante se analizé mediante ELISA. Los simbolos de
la figura son los siguientes 1. D35core-dAs40 (S1000): D35core+[*a] (40) (SEQ ID NO: 49) (es decir, 40 adeninas
con un enlace fosforotioato estan unidas a un D35core); 2. D35core-dAs40(S50%) (es decir, 20 dimeros de
adeninas con un enlace fosforotioato y adeninas con un enlace normal estan unidos a un D35core):
D35core+[*aa](20) (SEQ ID NO: 50); 3. D35core-dAs40(S35%): D35core+[*aaa](12)+[*aaaa] (SEQ ID NO: 51)
(12 trimeros de una adenina con un enlace fosforotioato y dos adeninas con un enlace normal estan ligados al
D35core, y un tetramero de una adenina con un enlace fosforotioato y tres adeninas con un enlace normal estan
ligados ademas al mismo); 4. D35core-dAs40(S25%) :El D35core+[*aaaa] (10) (SEQ ID NO: 52) (es decir, 10
tetrameros de una adenina con un enlace fosforotioato y tres adeninas con un enlace normal estan unidos a un
D35core); 5. D35core-dAs40(S20%): D35core+[*aaaaa](8) (SEQ ID NO: 53) (es decir, 8 pentameros de una
adenina con un enlace fosforotioato y cuatro adeninas con un enlace normal estan unidos a un D35core); 6.
D35core-dAs40(S15%): D35core+[*aaaaaaal(5)[*aaaaa](1) (SEQ ID NO: 54) (es decir, cinco heptameros de una
adenina con un enlace fosforotioato y seis adeninas con un enlace normal estdn unidos a un D35core, y un
pentamero de una adenina con un enlace fosforotioato y cuatro adeninas con un enlace normal estéa ademas
unido al mismo); el D35core tiene tgcatcgatgca; y » indica un enlace fosforotioato.

[Figura 11] La figura 11 muestra los resultados del estudio del efecto de la composicion de nucledsidos en una
cola sobre la actividad inmunoestimuladora. Las PBMC humanas se estimularon durante 24 horas con los ODN
sintéticos (1 uM) mostrados en la Figura. La produccién de IFN-a e IL-6 en el sobrenadante se analiz6 mediante
ELISA. Cabe destacar especialmente que D35-dNs40 (n° 10) no indujo sustancialmente la produccién de IFN-a.
La figura muestra lo siguiente: 1. D35-dNs40 (A30%, T30%, C30%, G10%). D35-dNs40 (A27%, T27%, C27%,
G19%). D35-dNs40 (A24%, T24%, C24%, G28%). D35-dNs40 (A20%, T20%, C20%, G40%); 5. D35-dNs40
(A17%, T17%, C17%, G49%); 6. D35-dNs40 (A14%, T14%, C14%, G58%); 7. D35-dNs40 (A10%, T10%, C10%,
G70%); 8. D35-dNs40 (A7%, T7%, C7%, G79%); 9. D35-dNs40 (A3%, T3%, C3%, G91%); 10. D35-dNs40:
GsGTGCATCGATGCAGGGGsGsGsGs-Ns40 (SEQ ID NO: 72). "s" indica un enlace fosforotioado. N indica
cualquier nucleétido. Cabe sefalar que la secuencia especifica no esta definida para 1-9 porque las secuencias
individuales se hicieron aleatoriamente definiendo unicamente el % de constitucion de las bases.

[Figura 12] La figura 12 muestra que la formacion de un gran agregado visible en PBS también se previene con
la adicion de una secuencia dAs40 al extremo 5' de D35. Cuando los ODN mostrados se disolvieron primero en
agua destilada a 10 mg/mL, todos los ODN se disolvieron completamente en el agua y las soluciones eran lucidas.
Los ODN se diluyeron de nuevo con PBS hasta una concentracion final de 1,0 mg/mL. Las soluciones se
almacenaron durante al menos 18 horas a 4 °C y, a continuacion, se tomaron fotografias. D35 estaba visiblemente
turbio tras la incubacion. En cambio, el dAs40-D35 no era visiblemente turbio.

[Figura 13] La figura 13 muestra el estado de agregacion. El panel de la izquierda muestra A2216, y el de la
derecha, A2336. La imagen superior izquierda del panel izquierdo es el propio A2216, y las imagenes superior
derecha, inferior izquierda e inferior derecha muestran su estado disuelto en solucién salina. La imagen superior
derecha muestra el estado a 4°C, la inferior izquierda el estado a temperatura ambiente y la inferior derecha el
estado a 37°C. El panel derecho muestra A2336 en la parte superior y que se disolvié en solucion salina a
temperatura ambiente. El A2216 puede disolverse directamente (10 mg/mL) en solucion salina, pero da lugar a
una solucidon muy viscosa que se gelifica a 4°C. Se vuelve como un sol a 37°C (la viscosidad es alta, pero se
mantiene la fluidez). Se demuestra que el A2336 no puede disolverse directamente en solucion salina.

[Figura 14] La figura 14 muestra los resultados del estudio del efecto de otros tipos de ODN de CpG afadiendo
dAs40 sobre la actividad inmunoestimuladora. Puede entenderse que la adicion de dAs40 a otros tipos de ODN
de CpG (ODN de tipo A, B y P) también afecta a la actividad inmunoestimuladora de forma similar a D35. Cada
grafico de la fila superior muestra los resultados de experimentos de liberacion de IFN-a, y cada grafico de la fila
inferior muestra un experimento de liberacién de IL-6. La columna de la izquierda (Exp-15) y la de la derecha
(Exp-16) muestran sendos experimentos diferentes. Cada grafico es el resultado de ensayar dAs40 unido a, desde
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la izquierda, A2216, A2216core, A2336, A2336core, B2006(PS), B2006(PO), C2395(PS), C2395(PO),
P21889(PS), y P21889(PO) (que son las SEQ ID NO: 76-85, respectivamente). El extremo derecho muestra un
ejemplo sin nada colocado como control.

[Figura 15] La figura 15 muestra el estado de agregacion como en la figura 13 en la fila superior. Cada imagen
muestra que A2216-dAs40 (izquierda) y A2336-dAs40 (derecha) (cada uno a 0,5 mg/vial) se disuelven facil y
completamente en 50 ul de solucion salina a temperatura ambiente (la fila superior muestra los resultados tras la
liofilizacién y la siguiente fila los resultados tras la disolucion). La fila inferior muestra un experimento para estudiar
el efecto de cada tipo de ODN de CpG afadiendo dAs40 sobre la actividad inmunoestimuladora (mostrando los
resultados de estudiar la produccion de IFN-a e IL-6 en el sobrenadante mediante ELISA con los resultados de
estimular PBMC humanas durante 24 horas con cada oligonucledétido (1 uM)). También se muestra la comparacion
de A2216, A2336, D35, sus complejos dAs40, K3 y similares. Las barras indican la media + SEM. La fila superior
de cada columna muestra los resultados de un experimento de liberacion de IFN-a, y la fila inferior de cada
columna muestra los resultados de un experimento de liberacién de IL-6. La columna de la izquierda (Exp-15A) y
la de la derecha (Exp-16A) muestran experimentos diferentes. Los resultados se muestran, desde la izquierda,
para A2216, A2216-dAs40, A2216core-dAs40, A2336, A2336-dAs40, A2336core-dAs40, D35, D35-dAs40 y
D35core-dAs40. El extremo derecho muestra los resultados para K3 y el segundo desde la derecha muestra los
resultados para el control (sin adicion).

[Figura 16] La Figura 16 muestra los resultados de un experimento que confirma que D35 (una s esta unida al
extremo 5') y B35B con una estructura similar pero un numero diferente de s (dos s’s estan unidas al extremo 5')
presentan un comportamiento similar en términos de agregacion y estimulacion de IFN-a e IL-6. A muestra un
estado liofilizado (izquierda) y un estado disuelto, en solucion salina a temperatura ambiente, de B35p. B muestra
los resultados de un experimento de estimulacion para IFN-a humano (fila superior; pg/mL) e IL-6 humana (fila
inferior; pg/mL) realizado con el donante A (columna izquierda) y el donante B (columna derecha). Cada grafico
muestra D35 en la mitad izquierda (6 casos) y B35B en la mitad derecha (6 casos) para cada concentracion. Los
resultados se muestran, desde la izquierda, para 0 uM, 0,1 uM, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM y 9 uM.

[Descripcion de las realizaciones]

La presente invencién se explica a continuacion mientras se divulga el mejor modo de la invencién. A lo largo de toda
la memoria descriptiva, debe entenderse que una expresion en singular engloba el concepto de la misma en plural, a
menos que se indique especificamente lo contrario. Asi, los articulos singulares (por ejemplo, "un", "una", "el", “la” y
similares) también deben entenderse como que abarcan el concepto de los mismos en forma plural, a menos que se
indique especificamente lo contrario. Ademas, los términos utilizados en el presente documento deben entenderse en
el sentido comunmente utilizado en la técnica, a menos que se indique especificamente lo contrario. Por lo tanto, a
menos que se defina lo contrario, todas las terminologias y términos técnicos cientificos que se utilizan en el presente
documento tienen el mismo significado que la comprension general de los expertos en la materia a la que pertenece
la presente invencion. En caso de contradiccién, prevalece la presente memoria descriptiva (incluidas las definiciones).

La presente invencion proporciona un oligonucleétido que comprende un oligonucleétido inmunoestimulador de
longitud completa de tipo B/K, tipo C o tipo P o una fraccion central con actividad biolégica de un oligonucleétido
inmunoestimulador de tipo A/D del que se eliminan G consecutivas y un acido nucleico que comprende un nucleétido
fosforotioado, en el que el acido nucleico tiene una longitud de 9 bases a 100 bases, y en el que el contenido de
nucleotido fosforotioado en el acido nucleico es de aproximadamente 35% o mayor, en el que dicho acido nucleico
esta unido a un extremo 5' 0 a un extremo 3' de la longitud completa de un oligonucleétido inmunoestimulador de tipo
B/K, de tipo C o de tipo P o a la fraccién central con actividad biolégica de un oligonucledtido inmunoestimulador de
tipo A/D. En resumen, en la presente invencién, un acido nucleico mejora la funcion como agente de administracion al
evitar la formacién de un multimero debido a la guanina. Se ha descubierto ademas que las sustancias conocidas
como oligonucleétidos inmunoestimuladores tienen una fraccién central (Core) que es importante para el ejercicio de
la actividad, y se puede fabricar un agente para la inmunoestimulacion que comprenda los mismos. Asi pues, en el
presente documento se proporciona un agente de este tipo para la inmunoestimulacion. La presente invencion también
proporciona un oligonucleétido que combina dicho agente para la inmunoestimulacién que comprende una secuencia
central y el agente para la administracion de la invencién.

La definicion de los términos y/o de las técnicas generales particularmente utilizadas en el presente documento se
explica a continuacion segun proceda.

Tal como se utiliza aqui, "oligonucledtido inmunoestimulador" se refiere a oligonucledtidos con capacidad
inmunoestimuladora. Algunos ejemplos tipicos de oligonucledtidos inmunoestimuladores son los oligonucleétidos
CpG. En el presente documento, "oligonucleétido CpG (residuo)" se utiliza indistintamente con "oligodesoxinucleétido
CpG (residuo)", "ODN CpG (residuo)" y simplemente "CpG (residuo)" y se refiere a un polinucleétido, preferentemente
un oligonucleodtido, que comprende al menos una secuencia dinucleotidica CG no metilada. Los términos son
sinénimos independientemente de la presencia/ausencia del término "residuo" al final. Un oligonucledtido que
comprende al menos un motivo CpG puede comprender multiples motivos CpG. Como se utiliza aqui, el término
"motivo CpG" se refiere a una fraccion dinucleotidica no metilada de un oligonucleétido, que comprende un nucleétido
de citosina y el nucleétido de guanosina subsiguiente. también puede utilizarse la 5-metilcitosina en lugar de la citosina.
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Ademas, el acido polideoxiadenilico es sinénimo de acido polideoxiadenosinico (residuo). Aunque el término "residuo”
se refiere a una estructura parcial de un compuesto con un peso molecular mayor, tal como se utiliza en el presente
documento, los expertos en la materia pueden entender facilmente a partir del contexto si "oligodesoxinucleétido CpG
(ODN CpG)" se refiere a una molécula independiente o a una estructura parcial de un compuesto con un peso
molecular mayor. Lo mismo se aplica a los términos relacionados con otras estructuras parciales incluidas por el
oligodesoxinucleodtido de la invencién, como "acido polideoxiadenilico".

Los oligonucledtidos CpG (ODN CpG) son fragmentos sintéticos de ADN monocatenario cortos (unos 20 pares de
bases) que comprenden un motivo CpG inmunoestimulador. Un oligonucleétido CpG es un potente agonista del
receptor tipo Toll 9 (TLR9), que activa las células dendriticas (CD) y los linfocitos B para que produzcan interferones
de tipo | (IFN) y citocinas inflamatorias (Hemmi, H., et al. Nature 408, 740-745 (2000); Krieg, A.M. Nature reviews.
Drug discovery 5, 471-484 (2006), y actia como coadyuvante de las respuestas inmunitarias Th1 humorales y
celulares, incluidas las reacciones de los linfocitos T citotoxicos (CTL) (Brazolot Millan, C.L., Weeratna, R., Krieg, A.M.,
Siegrist, C.A. & Davis, H.L. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 95,
15553-15558 (1998).; Chu, R.S., Targoni, O.S., Krieg, A.M., Lehmann, P.V. & Harding, C.V. The Journal of
experimental medicine 186, 1623-1631 (1997)). En este sentido, los ODN de CpG se consideraron un agente
inmunoterapéutico potencial contra las infecciones, el cancer, el asma y la fiebre del heno (Krieg, A.M. Nature reviews.
Drug discovery 5, 471-484 (2006); Klinman, D.M. Nature reviews. Immunology 4, 249-258 (2004)).

Un oligodesoxinucledtido CpG (ODN CpG) es un ADN monocatenario que comprende un motivo CpG
inmunoestimulador no metilado, y es un agonista de TLR9. Existen cuatro tipos de ODN CpG, a saber, tipo K (también
llamado tipo B), tipo D (también llamado tipo A), tipo C, y tipo P, cada uno con diferentes secuencias vertebrales y
propiedades inmunoestimuladoras (Advanced drug delivery reviews 61, 195-204 (2009)). En una realizaciéon
preferente, el oligodeoxinucledtido de la invencion incluye ODN CpG de tipo D (también llamados de tipo A, por lo
tanto también llamados de tipo A/D).

Los oligonucledtidos CpG (ODN) inmunoestimuladores se han desarrollado y utilizado como activadores inmunitarios
innatos dependientes del receptor tipo Toll (TLR) 9 y adyuvantes de vacunas durante mas de 10 afos. Se han descrito
cuatro tipos diferentes de ODN CpG inmunoestimuladores (tipo A/D, B/K, C y P). Los ODN de tipo A/D se caracterizan
por una elevada produccion de interferén (IFN)-a por parte de las células dendriticas plasmocitoides (pDC). Los ODN
de tipo B/K inducen principalmente una citocina inflamatoria como la interleucina (IL)-6 o la IL-12, pero tienen una baja
produccion de IFN-a. Los ODN de tipo B/K se formulan facilmente con solucion salina, algunos de los cuales se
encuentran en ensayos clinicos. Por el contrario, los ODN de tipo A/D forman endégenamente agregados que estan
estrechamente relacionados con un perfil elevado de IFN-q, lo que obstaculiza la preparacion o la aplicacion clinica
de un producto que cumpla las Buenas Practicas de Fabricacion (BPF). En la presente solicitud, se han desarrollado
varios ODN derivados de D35 (generalmente utilizados como ODN de tipo A/D) modificados mediante la adicion de
una cola de polinucledtido fosforotioato (por ejemplo, dAs40) para examinar sus propiedades fisicas, solubilidad en
solucioén salina, actividad inmunoestimuladora en células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) y
potencial como adyuvante de vacunas en monos. También se examiné la formacion de complejos del mismo con
esquizofilano. Se ha descubierto que dos ODN modificados, incluidos D35-dAs40 y D35core-dAs40, son
inmunoestimuladores similares al D35 original en PBMC humanas e inducen una elevada secrecion de IFN-a de forma
dependiente de la dosis. Ademas, el analisis de las propiedades fisicas mediante dispersion dinamica de la luz reveld
que tanto el D35-dAs40 como el D35core-dAs40 no forman agregados en solucion salina. Dicha propiedad no la
presenta actualmente el D35 original.

Tipicamente, los ODN CpG de tipo K tienen propiedades estructurales y funcionales caracterizadas por contener
multiples motivos CpG con una estructura no palindrémica y por producir IL-6 activando las células B, pero dificiimente
induciendo la produccion de IFN-a de las células dendriticas plasmocitoides (pDCs). Un motivo CpG no metilado se
refiere a una secuencia corta de nucledtidos que comprende al menos una secuencia de citosina (C)-guanina (G) cuya
citosina no esta metilada en la posicion 5. En la siguiente explicacion, CpG se refiere a CpG no metilado, a menos que
se indique especificamente lo contrario. Asi, la inclusion de un ODN CpG de tipo K da lugar a una actividad
inmunoestimuladora exclusiva de los ODN CpG de tipo K (por ejemplo, actividad para activar células B
(preferiblemente células B humanas) para inducir la produccién de IL-6). Se conocen muchos ODN de CpG
humanizados de tipo K (Journal of immunology 166, 2372-2377 (2001); Journal of immunology 164, 944-953
(2000); US 8, 030, 285 B2).

Se sugiere que el tipo D/A induce principalmente la produccion de interferon de tipo | a partir de células dendriticas
plasmocitoides (también denominadas "DC plasmocitoides" o "pDC"), y que el tipo K/B induce el crecimiento de células
B y la produccion de IgM, IL-6 o similares. El CpG-ADN de tipo D/A induce fuertemente la produccién de IFN-a, pero
tiene una baja actividad para inducir la maduracion de los pDC y no ejerce ninguna actividad inmunoestimuladora
directa sobre las células B. El tipo K/B ejerce una actividad inmunoestimuladora sobre las células B, promueve
fuertemente la maduracion de los pDC y tiene una alta capacidad de induccion de IL-12, mientras que tiene una baja
capacidad de induccion de IFN-a. Una secuencia de tipo C con secuencias repetidas TCG que estan todas tioladas
induce la produccion de IFN-a por los pDC vy la activacion de células B policlonales.

Los ODN de CpG de tipo D/A (también denominados de tipo A, D o similares y denotados como ODN de CpG-A) son
oligonucledtidos caracterizados por un motivo poli-G con una secuencia palindrémica (estructura palindromica) de
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fosfodiéster (PO) y un enlace fosforotioato (PS) en los extremos 5' y 3' localizada centralmente que contiene CpG. La
captacion celular se ve facilitada por la presencia de fosforotioato (PS) en los extremos 5'y 3'. El CpG de tipo D/A
produce una gran cantidad de interferon-a (IFN-a) en los pDC (caracteristica diferente del CpG de tipo K/B). De este
modo, se induce una potente activacion y la produccion de interferon gamma en las células NK y las células T y . Sin
embargo, los linfocitos B no se activan y los pDC no maduran (Krug, A., et al. Revista europea de inmunologia 31,
2154-2163 (2001); y Verthelyi, D., Ishii, K.J., Gursel, M., Takeshita, F. & Klinman, D.M. Journal of immunology 166,
2372-2377 (2001)).

Los otros tres tipos de ODN consisten en un esqueleto PS.

Los ODN CpG de tipo K/B también se denominan CpG de tipo B o CpG de tipo K. Todos los ODN CpG de tipo K/B
con uno o mas motivos CpG sin un motivo poli-G tienen un esqueleto de fosforotioato (PS). Normalmente, un ODN
CpG de tipo K/B contiene multiples motivos CpG con una estructura no palindrémica. El CpG de tipo K/B tiene una
débil actividad inductora de IFN-a (casi no produce nada), pero es un adyuvante Th1 muy potente y un potente agente
estimulador de la respuesta de las células B que induce la produccion de IL-6 y la maduracion de los pDC mediante
la activacion de los pDS (Verthelyi, D., Ishii, K.J., Gursel, M., Takeshita, F. & Klinman, D.M. Journal of immunology
166, 2372-2377 (2001); y Hartmann, G. & Krieg, A.M. Journal of immunology 164, 944-953 (2000)). Los ODN CpG de
tipo K/B tienen la funcidon de promover la supervivencia, activacion y maduracion tanto de las células dendriticas
derivadas de monocitos como de las pDC.

Los ODN CpG de tipo C y P desarrollados recientemente comprenden una y dos secuencias CpG de estructura
palindrémica, respectivamente. Ambos pueden activar los linfocitos B, como los ODN CpG de tipo K, y activar los pDC,
como los ODN CpG de tipo D. Mientras tanto, los ODN CpG de tipo C inducen mas débilmente la produccion de IFN-
a que los ODN CpG de tipo P (Hartmann, G., et al. Revista europea de inmunologia 33, 1633-1641 (2003); Marshall,
J.D., etal. Journal of leukocyte biology 73, 781-792 (2003); y Samulowitz, U., et al. Oligonucleotides 20, 93-101 (2010)).

Se ha demostrado que los ODN CpG de tipo D/K y de tipo P forman una estructura de alto orden, es decir, un par de
bases Hoogsteen formando una estructura de cuatro hebras paralelas llamada G-tetrads y un par de bases Watson-
Crick entre un sitio de estructura palindromica cis y un sitio de estructura palindromica trans, respectivamente, que
son necesarios para una potente produccion de IFN-a por los pDCs (Samulowitz, U., et al. Oligonucleétidos 20, 93-
101 (2010).; Kerkmann, M., et al. The Journal of biological chemistry 280, 8086-8093 (2005); y Klein, D.C., Latz, E.,
Espevik, T. & Stokke, B.T. Ultramicroscopy 110, 689-693 (2010)). Debido a su estructura de alto orden, sélo los ODN
de CpG de tipo Ky C se consideran generalmente utilizables como agentes inmunoterapéuticos y adyuvantes de
vacunas para humanos (Puig, M., et al. Nucleic acids research 34, 6488-6495 (2006); Bode, C., Zhao, G., Steinhagen,
F., Kinjo, T. & Klinman, D.M. Expert review of vaccines 10, 499-511 (2011); y McHutchison, J.G., et al. Hepatology 46,
1341-1349 (2007)).

A diferencia de los ODN CpG de tipo A, los CpG de tipo C tienen un esqueleto completo de fosforotioato (PS) sin un
motivo poli-G, pero comprenden la secuencia palindromica CpG de tipo A en combinacién con un motivo CpG
estimulador. Segun un estudio in vivo, un ODN CpG de tipo C es un adyuvante Th1 muy potente.

El oligonucledtido D35 utilizado en el presente documento comprende TGCATCGATGCA (SEQ ID NO: 22) en la
fraccion central.

Ejemplos de otros oligonucledtidos utilizados en el presente documento incluyen oligonucleétidos con una fraccion
central (GACGATCGTC (SEQ ID NO: 56)) de A2216, oligonucleétidos con una fraccion central (ACGACGTCGT (SEQ
ID NO: 58)) de A2336, oligonucledtidos con la longitud completa de B2006 (SEQ ID NO: 60), oligonucleétidos con la
longitud completa (SEQ ID NO: 62) de C2395; y oligonucledtidos con la longitud completa (SEQ ID NO: 64) de P21889.

Un ODN de CpG y un acido nucleico utilizado como agente de administracion pueden estar unidos directamente
mediante un enlace covalente o a través de una secuencia espaciadora. Una secuencia espaciadora se refiere a una
secuencia de nucleétidos que comprende uno 0 mas nucleétidos insertados entre dos elementos constitutivos
adyacentes. La longitud de una secuencia espaciadora no esta particularmente limitada en la presente invencion,
siempre que tenga actividad inmunoestimuladora (preferiblemente actividad para activar células B para inducir la
produccion de IL-6 y/o actividad para activar células dendriticas para inducir la produccién de IFN-a), pero la longitud
es generalmente de 1-10 nucledtidos de longitud, preferiblemente de 1-5 nucledtidos de longitud, y de 1-3 nucledétidos
de longitud en ciertas realizaciones. Algunos ejemplos de espaciadores son C3, C6, C12, S9, S18, dSpacer y similares,
que pueden incorporarse mediante sintesis de acidos nucleicos. A este respecto, C indica cualquier cadena de
carbono, S indica una cadena de etilenglicol, dSpacer indica un esqueleto con sélo ribosa sin bases, y cada numero
indica el grado de polimerizacién del hidrocarburo o del etilenglicol. En otra realizacion, los ejemplos incluyen al menos
uno o mas nucleétidos, etilenglicoles o hidrocarburos. En otra realizacion, un ODN de CpG y un agente de
administracion estan directamente unidos por un enlace covalente.

Como se usa aqui, "sujeto" se refiere a un objetivo sometido al diagnéstico, deteccion, terapia o similares de la
presente invencién (por ejemplo, organismos como humanos, o células, sangre, suero o similares extraidos de un
organismo).
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Tal como se utiliza en el presente documento, "agente" en sentido amplio puede ser cualquier sustancia u otro
elemento (por ejemplo, luz, radiacion, calor, electricidad y otras formas de energia), siempre que pueda alcanzarse el
objetivo previsto. Ejemplos de tales sustancias incluyen, pero no se limitan a, proteinas, polipéptidos, oligopéptidos,
péptidos, polinucledtidos, oligonucledtidos, nucledtidos, acidos nucleicos (incluyendo por ejemplo ADNs tales como
ADNc y ADNs gendmicos, y ARNs tales como ARNm), polisacaridos, oligosacaridos, lipidos, pequefias moléculas
organicas (Ej, hormonas, ligandos, sustancias transmisoras de informacion, pequefias moléculas organicas, moléculas
sintetizadas por quimica combinatoria, pequefias moléculas que pueden utilizarse como medicamento (por ejemplo,
ligandos de pequefias moléculas y similares) y moléculas compuestas de las mismas.

Tal como se utiliza en el presente documento, "terapia" se refiere a la prevencion de la exacerbacion, preferiblemente
el mantenimiento de la condicidon actual, mas preferiblemente el alivio, y aun mas preferiblemente la eliminacion de
una enfermedad o trastorno (por ejemplo, cancer o alergia) en caso de tal condicion, incluyendo ser capaz de ejercer
un efecto profilactico o un efecto de mejora de la enfermedad de un paciente o de uno 0 mas sintomas que acompanan
a la enfermedad. El diagndstico preliminar realizado para una terapia adecuada puede denominarse "terapia de
acompanamiento”, y un agente de diagnostico para la misma puede denominarse "agente de diagnédstico de
acompafamiento”.

Como se usa aqui, "agente terapéutico" se refiere ampliamente a todos los agentes que son capaces de tratar la
condicion de interés (por ejemplo, enfermedades como cancer o alergias). En una realizacién de la presente invencion,
"agente terapéutico" puede ser una composicion farmacéutica que comprende un ingrediente eficaz y uno o mas
portadores farmacoldgicamente aceptables. Una composicion farmacéutica puede fabricarse, por ejemplo, mezclando
un ingrediente eficaz y los soportes descritos anteriormente mediante cualquier procedimiento conocido en el campo
técnico de los productos farmacéuticos. Ademas, la forma de uso de un agente terapéutico no esta limitada, siempre
que se utilice para terapia. Un agente terapéutico puede consistir unicamente en un ingrediente eficaz o puede ser
una mezcla de un ingrediente eficaz y cualquier ingrediente. Ademas, la forma de los soportes descritos no esta
particularmente limitada. Por ejemplo, el portador puede ser un sdlido o un liquido (por ejemplo, un tampén). Los
agentes terapéuticos para el cancer, alergias o similares incluyen farmacos (agentes profilacticos) utilizados para la
prevencion del cancer, alergias o similares, y supresores del cancer, alergias o similares.

Como se usa aqui, "prevencion" se refiere al acto de tomar una medida contra una enfermedad o trastorno (por
ejemplo, enfermedades como el cancer o la alergia) de estar en una condicion, antes de la aparicion de tal condicion.
Por ejemplo, es posible utilizar el agente de la invencion para realizar diagndsticos, y utilizar el agente de la invencion,
segun sea necesario, para prevenir o tomar medidas para prevenir alergias o similares.

Como se usa aqui, "agente profilactico" se refiere ampliamente a todos los agentes que son capaces de prevenir la
condicion de interés (por ejemplo, enfermedad como cancer o alergias).

Tal como se utiliza en el presente documento, "kit" se refiere a una unidad que proporciona porciones a suministrar
(por ejemplo, agente de prueba, agente de diagndstico, agente terapéutico, anticuerpo, etiqueta, manual y similares),
generalmente en dos 0 mas secciones separadas. Esta forma de kit se prefiere cuando se pretende proporcionar una
composicion que no debe proporcionarse en un estado mezclado se mezcla preferiblemente inmediatamente antes
de su uso por razones de seguridad o similares. Un kit de este tipo comprende ventajosamente instrucciones o un
manual que describe preferentemente como deben utilizarse las porciones suministradas (por ejemplo, agente de
ensayo, agente de diagndstico o agente terapéutico) o como debe manipularse un reactivo. Cuando el kit se utiliza
aqui como un kit de reactivos, el kit generalmente comprende una instruccién que describe como utilizar un agente de
prueba, agente de diagnoéstico, agente terapéutico, anticuerpo, y similares.

Tal como se utiliza aqui, "instrucciéon" es un documento con una explicacién del procedimiento de uso de la presente
invencion para un médico o para otros usuarios. La instruccion describe un procedimiento de deteccion de la presente
invencion, como utilizar un agente de diagnoéstico, o una descripcion que instruye la administracion de un medicamento
o similar. Ademas, una instruccién puede tener una descripcion que indique la administracion oral o la administracion
en el eséfago (por ejemplo, mediante inyeccion o similar) como lugar de administracién. La instruccién se prepara de
acuerdo con un formato definido por una autoridad reguladora del pais en el que se practica la presente invencién (por
ejemplo, el Ministerio de Salud, Trabajo y Bienestar en Japon, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)
en EE.UU., o similares), con una descripcion explicita que muestre la aprobacién de la autoridad reguladora. Las
instrucciones se denominan "prospectos" y suelen presentarse, aunque no exclusivamente, en papel. Las
instrucciones también pueden proporcionarse en forma de medios electrénicos (por ejemplo, sitios web
proporcionados en Internet o correos electronicos).

(Medicamento, forma farmacéutica, etc.)

La presente invencion se proporciona como medicamento (agente terapéutico o agente profilactico) en diversas formas
descritas anteriormente.

Se utiliza preferentemente la via de administracién de un agente terapéutico que sea eficaz en la terapia, como la
administracion intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, oral o similar. Ejemplos de formas de
dosificaciéon incluyen inyeccion, capsulas, comprimidos, granulos y similares. Los componentes de la presente
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invencion se utilizan eficazmente cuando se administran en forma de inyeccién. Las soluciones acuosas inyectables
pueden almacenarse, por ejemplo, en un vial o en un recipiente de acero inoxidable. Las soluciones acuosas
inyectables también pueden mezclarse, por ejemplo, con solucion salina, azucar (por ejemplo, trehalosa), NaCl, NaOH
o similares. Los agentes terapéuticos también pueden mezclarse, por ejemplo, con un tampdn (por ejemplo, tampédn
fosfato), estabilizador o similar.

En general, la composicion, medicamento, agente terapéutico, agente profilactico o similar de la presente invencion
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico o ingrediente eficaz, y un portador o
excipiente farmacéuticamente aceptable. Tal como se utiliza aqui, "farmacéuticamente aceptable" significa que una
sustancia esta aprobada por una agencia reguladora gubernamental o incluida en la farmacopea u otra farmacopea
comunmente reconocida para su uso en animales, mas concretamente en humanos. Como se utiliza aqui, "portador”
se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o vehiculo que se administra con un agente terapéutico. Dicho portador
puede ser un liquido aséptico como agua o aceite, incluyendo, pero sin limitarse a, los derivados del petréleo, animales,
vegetales o de sintesis, asi como aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite mineral, aceite de sésamo y similares.
Cuando un medicamento se administra por via oral, el agua es el vehiculo preferido. Para la administracién intravenosa
de una composicion farmacéutica, la solucidon salina y la dextrosa acuosa son los portadores preferidos.
Preferiblemente, se utiliza una solucién salina acuosa y una soluciéon acuosa de dextrosa y glicerol como portador
liquido de una solucién inyectable. Los excipientes adecuados incluyen acido silicico anhidro ligero, celulosa cristalina,
manitol, almidén, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina de trigo, creta, gel de silice, estearato
sodico, monoestearato de glicerilo, talco, cloruro sédico, leche desnatada en polvo, glicerol, propilenglicol, agua,
etanol, carmelosa calcica, carmelosa sddica, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, acetato de polivinilo
acetal dietilamino, polivinilpirrolidona, gelatina, triglicérido de acidos grasos de cadena media, aceite de ricino
hidrogenado polioxietilenado 60, sacarosa, carboximetilcelulosa, almidon de maiz, sal inorganica y similares. Cuando
sea deseable, la composicion también puede contener una pequefia cantidad de agente humectante, emulsionante o
tampon de pH. Estas composiciones pueden presentarse en forma de solucion, suspension, emulsion, comprimido,
pildora, capsula, polvo, preparacion de liberacién sostenida o similar. También es posible utilizar agentes aglutinantes
y portadores tradicionales, como el triglicérido, para preparar una composicion en forma de supositorio. La preparacion
oral también puede comprender un portador estandar como manitol de grado medicinal, lactosa, almidon, estearato
de magnesio, sacarina soédica, celulosa o carbonato de magnesio. En E. W. Martin, Remington's Pharmaceutical
Sciences (Mark Publishing Company, Easton, U.S.A.). Dicha composicion contiene una cantidad terapéuticamente
eficaz de agente terapéutico, preferiblemente en forma purificada, junto con una cantidad adecuada de portador, de
forma que la composicion se suministra en una forma adecuada para su administracion a un paciente. El preparado
debe ser adecuado para la forma de administracién. Ademas, la composicion puede comprender, por ejemplo, un
tensioactivo, un excipiente, un colorante, un aromatizante, un conservante, un estabilizador, un tampodn, una
suspension, un agente isotonizante, un aglutinante, un desintegrante, un lubricante, un agente que mejore la fluidez,
un corrector o similares.

Ejemplos de "sal", en una realizacion de la presente invencion, incluyen sales aniénicas formadas con cualquier grupo
acido (por ejemplo, carboxilo) y sales cationicas formadas con cualquier grupo basico (por ejemplo, amino). Las sales
incluyen sales inorganicas y sales organicas, asi como sales descritas en, por ejemplo, Berge et al., J. Pharm. Sci.,
1977, 66, 1-19. Ejemplos de los mismos incluyen ademas sales metalicas, sales de amonio, sales con base organica,
sales con acido inorganico, sales con acido organico, y similares. "Solvato" en una realizacion de la presente invencion
es un compuesto formado con un soluto o disolvente. Por ejemplo, J. Honig et al., The Van Nostrand Chemist's
Dictionary P650 (1953) para los solvatos. Cuando el disolvente es agua, el solvato formado es un hidrato. Es preferible
que el disolvente no obstruya la actividad bioldgica del soluto. Ejemplos de dicho disolvente preferido incluyen, pero
no se limitan particularmente a, agua y varios tampones. Ejemplos de "modificacion quimica" en una realizacion de la
presente invencion incluyen modificaciones con PEG o un derivado del mismo, modificacién con fluoresceina,
modificacion con biotina y similares.

Cuando la presente invencion se administra como medicamento, se conocen varios sistemas de administracion, que
pueden utilizarse para administrar el agente terapéutico de la invencion a un sitio adecuado (por ejemplo, el eséfago).
Ejemplos de dicho sistema incluyen el uso de una célula recombinante que pueda expresar un agente terapéutico
encapsulado (por ejemplo, un polipéptido) en liposomas, microparticulas y microcapsulas; el uso de endocitosis
mediada por un receptor; la construccion de un acido nucleico terapéutico como parte de un vector retroviral u otro
vector; y similares. Los ejemplos del procedimiento de introduccion incluyen, entre otras, las vias intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural y oral. Un medicamento puede
administrarse por cualquier via adecuada, como por inyeccion, por inyeccion en bolo o por absorcion a través de
epitelios o revestimiento mucocutaneo (por ejemplo, cavidad oral, recto, mucosa intestinal o similares). Ademas, puede
utilizarse un inhalador o un nebulizador con un agente aerosolizante segun sea necesario. Ademas, también pueden
administrarse concomitantemente otros agentes activadores bioldgicos. La administracion puede ser sistémica o local.
Cuando la presente invencion se utiliza para el cancer, la presente invencion puede administrarse por cualquier via
adecuada, como una inyeccion directa en el cancer (lesion).

En una realizacion preferente, una composiciéon puede prepararse como una composicion farmacéutica adaptada a la
administracion a seres humanos de acuerdo con un procedimiento conocido. Dicha composiciéon puede administrarse
mediante una inyeccion. Una composicion inyectable suele ser una solucién en un tampdén acuoso isoténico aséptico.
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Una composicion también puede comprender un anestésico local como la lidocaina, que alivia el dolor en el lugar de
la inyeccion, y un agente solubilizante segun sea necesario. Generalmente, los ingredientes pueden suministrarse
individualmente o mezclandolos en una forma de dosificacidon unitaria; y suministrarse, por ejemplo, en un envase
sellado como una ampolla o sobre que muestre la cantidad de agente activo, o como un polvo liofilizado o concentrado
sin agua. Cuando una composicidn se va a administrar por inyeccion, la composicion se puede distribuir utilizando un
frasco de inyeccion que contenga agua aséptica de grado agente o solucién salina. Cuando una composicién se va a
administrar por inyeccion, también se puede proporcionar una ampolla aséptica de agua o solucién salina para
inyeccion, de modo que los ingredientes se puedan mezclar antes de la administracion.

La composicion, el medicamento, el agente terapéutico y el agente profilactico de la invencién pueden prepararse con
una forma neutra o base u otros profarmacos (por ejemplo, éster o similares). Las sales farmacéuticamente aceptables
incluyen sales formadas con un grupo carboxilo libre, derivado de acido clorhidrico, acido fosférico, acido acético,
acido oxalico, acido tartarico o similares, sales formadas con un grupo amina libre, derivado de isopropilamina,
trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina o similares; y sales derivadas de hidroxido de sodio, potasio, amonio,
calcio, férrico o similares.

La cantidad de agente terapéutico de la invencién que es eficaz en la terapia de un trastorno o afecciéon especificos
puede variar en funcion de las propiedades del trastorno o afeccidon. Sin embargo, dicha cantidad puede ser
determinada por los expertos en la materia con una técnica clinica estandar basada en las descripciones del presente
documento. Ademas, en algunos casos puede utilizarse un ensayo in vitro para ayudar a identificar el intervalo 6ptimo
de dosificacién. La dosis precisa que debe utilizarse para un preparado también puede variar en funcién de la via de
administracién o de la gravedad de la enfermedad o trastorno. Por lo tanto, la dosis debe determinarse de acuerdo
con el criterio del médico tratante o el estado de cada paciente. La dosis no esta particularmente limitada, pero puede
ser, por ejemplo, de 0,001, 1, 5, 10, 15, 100 o 1000 mg/kg de peso corporal por dosis o dentro de un intervalo entre
cualquiera de los dos valores descritos anteriormente. El intervalo de dosificacion no esta particularmente limitado,
pero puede ser, por ejemplo, de 1 6 2 dosis cada 1, 7, 14, 21 6 28 dias, o de 1 6 2 dosis en un intervalo de periodo
entre cualesquiera dos valores descritos anteriormente. La dosis, el intervalo de dosificacion y el procedimiento de
dosificacion pueden seleccionarse adecuadamente en funcion de la edad, el peso, el sintoma, el érgano diana o
similares del paciente. Ademas, es preferible que un agente terapéutico contenga una cantidad terapéuticamente
eficaz de ingredientes eficaces, o una cantidad de ingredientes eficaces para ejercer un efecto deseado. Cuando un
marcador tumoral maligno disminuye significativamente tras la administracién, puede reconocerse la presencia de un
efecto terapéutico. La dosis eficaz puede estimarse a partir de una curva dosis-respuesta obtenida de sistemas de
ensayo in vitro o en modelos animales.

"Paciente" o "sujeto" en una realizacion de la presente invencion incluye humanos y mamiferos excluyendo humanos
(por ejemplo, uno 0 mas de ratones, cobayas, hamsters, ratas, conejos, cerdos, ovejas, cabras, vacas, caballos, gatos,
perros, tities, monos y similares).

La composicion farmacéutica, el agente terapéutico o el agente profilactico de la invencidon pueden suministrarse en
forma de kit.

En una realizacion especifica, la presente invencién proporciona un envase o kit de agente que comprende uno o mas
envases llenos de uno o mas ingredientes de la composicion o medicamento de la invencién. Opcionalmente, puede
adjuntarse a dicho envase, de forma estipulada, informacién que indique la aprobacién para la fabricacion, uso o venta
para la administracidon a un ser humano por parte de una agencia gubernamental que regule la fabricacién, uso o venta
de medicamentos o productos bioldgicos.

En una realizacion especifica, la composicién farmacéutica que comprende un ingrediente de la presente invencion
puede administrarse mediante liposomas, microparticulas o microcapsulas. En diversas realizaciones de la presente
invencion, puede ser util utilizar una composicion de este tipo para conseguir una liberacion sostenida del ingrediente
de la presente invencion.

El procedimiento de formulacion del agente terapéutico, profilactico o similar de la invencién como medicamento o
similar es conocido en la técnica. El procedimiento se describe, por ejemplo, en la Farmacopea Japonesa, la
Farmacopea de Estados Unidos, farmacopeas de otros paises o similares. Por lo tanto, los expertos en la materia
pueden determinar la forma de realizacion, como la cantidad que se utilizara sin experimentacion indebida de las
descripciones en este documento.

(Realizaciones preferentes)

Las realizaciones preferentes de la presente invencion se explican a continuacion. Se entiende que las realizaciones
proporcionadas a continuacién se proporcionan para facilitar mejor la comprension de la presente invencion, de modo
que el ambito de la presente invencion no debe limitarse por la siguiente descripcién. Por lo tanto, es evidente que los
expertos en la materia pueden referirse a las descripciones del presente documento para realizar modificaciones
apropiadas dentro del ambito de la presente invencion. También se entiende que las siguientes realizaciones de la
presente invencién pueden utilizarse individualmente o como una combinacion.
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<Agente para la administracion (agente de administracion) de medicamentos de acido nucleico oligonucleétido
inmunoestimulador>

La presente invencidn proporciona un agente para la administraciéon de un medicamento de acido nucleico
oligonucleétido inmunoestimulador, que comprende un acido nucleico que comprende un nucledétido fosforotioado (en
el presente documento, también denominado "agente para la administracion de la invencién”, incluyendo cada una de
las realizaciones del mismo). Asi, también se divulga un procedimiento de administracion de un medicamento de acido
nucleico oligonucleétido inmunoestimulador, en el que el procedimiento comprende unir el medicamento de acido
nucleico oligonucleétido inmunoestimulador con un acido nucleico que comprende un nucleétido fosforotioado o un
agente de administracion que comprende un acido nucleico que comprende un nucleétido fosforotioado directamente
0, por ejemplo, a través de un espaciador o similar, para su administracién a un sujeto. Este aspecto se centra
Unicamente en la unidad de cola. Dicho acido nucleico también se denomina aqui "acido nucleico de cola". En una
realizacion, el acido nucleico impide la formacién de un multimero debido a la guanina. Sin embargo, seria imposible
introducir el CpG tipico, D35, en las células con un acido nucleico solo cuando la guanina se cambia por otra base (A,
T, C o similar), es decir, cuando G se cambia por A, T o C. Asi, se demostré que D35 tiene una utilidad limitada como
medicamento. A este respecto, la secuencia central, cuando se extrajo, demostré tener actividad inductora de la
produccion de IFN-a solo por la secuencia central. Por tanto, se trataria de un medicamento util si pudiera introducirse
eficazmente en las células. Aunque las técnicas convencionales utilizaban la formacién de liposomas, se trataba de
una técnica compleja. Por ello, se ha demandado el desarrollo de una técnica sencilla. Ademas, se observo un
fendmeno en el que la entrega no podia ejecutarse con éxito cuando se utilizaba una secuencia central. En vista de lo
anterior, la administracion presentaba el problema de no llevarse a cabo suficientemente sélo con una secuencia
central, por lo que no podia ejercerse la eficacia del farmaco. A este respecto, la presente invencion proporciona un
acido nucleico que comprende un nucleétido fosforotioado para proporcionar una unidad de cola que evita el fenédmeno
de impedir la entrega y exhibe capacidad de autointroduccion, permitiendo la entrega o introduccion en las células de
tal manera que se puede proporcionar una unidad ODN CpG que proporciona actividad IFN-a eficaz. A este respecto,
se descubrié que la fosforotioacién de una fracciéon de cola es ventajosa para la introduccion en células con un unico
agente y para alcanzar la capacidad de produccion de IFN-a. De este modo, el concepto de separar un adyuvante de
acido nucleico de tipo A/D en dos unidades para la actividad y la introduccion celular no se conocia hasta ese momento.
Este concepto se reconoce como una de las caracteristicas de la presente invencion. La invencién prevenida también
lleva a cabo una prueba de correlacion estructura-actividad. De este modo, se entiende qué parametro afecta a qué
actividad, de modo que es posible su optimizacion.

La presente invencion proporciona un adyuvante de &cido nucleico inductor de la produccion de IFN-a que esta unido
a un acido nucleico de cadena recta. Se descubrié que una cierta longitud, independientemente del tipo, es ventajosa
para un acido nucleico de cola para evitar un fenédmeno de impedir la entrega o la gelificacion. Asi, el acido nucleico
de la presente invencion reduce o elimina el fendmeno de impedir la entrega o la gelificacion. Por lo tanto, aunque sin
querer estar limitado por ninguna teoria, el acido nucleico de la invencion imparte una propiedad inyectable porque no
forma un gel en una solucién salina. Asi, aunque sin querer cefiirnos a ninguna teoria, el acido nucleico puede utilizarse
como un adyuvante o potenciador novedoso de una vacuna contra la infeccion. El &cido nucleico también puede
utilizarse como sustituto o potenciador de la terapia suplementaria con IFN-a. Dado que puede ser posible proporcionar
el acido nucleico como inmunomodulador o potenciador como agente Unico, el &cido nucleico también puede aplicarse
como agente terapéutico como Leishmania.

Uno de los requisitos para materializar o mejorar dicha entrega incluye la materializacion de la prevencion de la
formacioén de agregados de alto orden debido a la guanina. Aunque no se desea estar limitado por ninguna teoria, el
agente para la administracién de la invencion facilita la administracion impidiendo la formacién de agregados de alto
orden, por ejemplo, no inhibiendo la formacion de multimeros sino inhibiendo la formacion de agregados de alto orden
debido a la aparicién aleatoria de los mismos.

Ejemplos de agentes para materializar o mejorar la entrega en la presente invencion incluyen el contenido de
nucledtidos fosforotiados. El contenido de nucleétidos fosforotioados en el acido nucleico en el agente para
administracion de la invencién es de aproximadamente 35% o mayor o mayor que aproximadamente 35%, y mas
preferiblemente de aproximadamente 50% o mayor o mayor que aproximadamente 50%. Ademas del contenido,
también se tiene en cuenta la ubicacion del nucleétido fosforotioado. Aunque sin querer atarse a ninguna teoria, puede
ser ventajoso disponer nucleotidos fosforotioados en el lado terminal. Aunque no se quiere atar a ninguna teoria, se
entiende que el contenido requerido puede ser menor cuando se dispone en el lado del terminal. Dado que el efecto
sobre el interferén-a y la interleucina 6 varia ligeramente en funcion de cada contenido, los expertos en la materia
pueden determinar el intervalo 6ptimo de los mismos teniendo en cuenta el efecto de interés.

En una realizacion, puede preferirse un fosforotioato en forma de estar unido al extremo 5', pero la presente invencion
no esta necesariamente limitada a ello. El nimero de fosforotioatos en el extremo 5' no esta limitado en dicha forma
unida al extremo 5'. Por ejemplo, en los Ejemplos se demuestra que el nUmero puede ser uno o dos.

En otra realizacion, puede ser ventajoso que el acido nucleico tenga una longitud determinada. Segun la invencion, el
acido nucleico tiene una longitud de 9-100 bases, y preferentemente de 10-100 bases, 20-80 bases, 40-80 bases, o
20-60 bases.
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Como requisito, es preferible materializar la prevencién de la formacion de agregados de alto orden debido a la
guanina. Las condiciones para su materializacion incluyen contenido, ninguna o pocas guaninas consecutivas, y
similares. Por ejemplo, el contenido de guanina del &cido nucleico en una realizacion en el agente de administracion
de la invencion puede ser inferior al 60%, pero es preferentemente, pero no se limita a, 60% o mayor, 70% o mayor,
u 80% o mayor. En otra realizacion, el acido nucleico de la invencién no tiene una porcion con tres 0 mas guaninas
consecutivas. Estas caracteristicas pueden combinarse. Dado que el efecto de estas caracteristicas sobre el
interferon-a y la interleucina 6 puede variar ligeramente en funcion de cada forma, los expertos en la materia pueden
determinar el intervalo 6ptimo de estas caracteristicas teniendo en cuenta el efecto de interés.

En una realizacién, el agente de administracion de la invencion esta unido a una fraccién con actividad bioldgica. El
agente de reparto puede utilizarse como agente Unico al estar vinculado.

La fraccion con actividad bioldgica unida al agente para administracion de la invencion tiene una fraccion central con
actividad biolégica de un oligonucleétido inmunoestimulador de tipo A/D del que se eliminan G consecutivas o la
longitud completa de un oligonucleétido inmunoestimulador de tipo B/K, C o D.

En una realizacion especifica, la fraccidon con actividad bioldgica unida al agente para administracion de la invencion
tiene una fraccion central con actividad biolégica de un oligonucleétido inmunoestimulador de tipo A/D del que se
eliminan G consecutivas. Sin querer cefirnos a ninguna teoria, un oligonucleétido inmunoestimulador de tipo A/D es
un tipo de CpG que tiende a agregarse y se considera que mejora su eficacia farmacologica por agregacion. Por lo
tanto, no se hicieron esfuerzos especiales para evitar la agregacion. Asi pues, el ingenio de la presente invencion debe
valorarse como un esfuerzo en la direcciéon opuesta.

En otra realizacién especifica, las moléculas con actividad bioloégica que pueden utilizarse en la presente invencion
incluyen, entre otras, una molécula central (TGCATCGATGCA (SEQ ID NO: 22)) de un oligonucleétido D35, una
fraccion central (GACGATCGTC (SEQ ID NO: 56)) de A2216, una fraccion de longitud completa (ggggGACGA:
TCGTCgggggg (SEQ ID NO: 65); las mayusculas indican la fraccion central) de A2216, una fracciéon central
(ACGACGTCGT (SEQ ID NO: 58)) de A2336, una fraccion de longitud completa (ggggACGAC: GTCGTggggggag (SEQ
ID NO: 66); las mayusculas indican la fraccion central) de A2336, wuna longitud completa
(TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT (SEQ ID NO: 60)) de B2006, wuna longitud completa
(TCGTCGTTTTCGGCGCGCGCCG (SEQ ID  NO: 62)) de €C2395  una longitud completa
(TCGTCGACGATCGGCGCGCGCCG (SEQ ID NO: 64)) de P21889, CPG 7909:
TsCsGsTsCsGsTsTsTsTsGsGsTsTsTsTsTsTsGsGsTsT (SEQ ID  NO: 67; tipo B/K), PF-3512676:
TsCsGsTsCsGsTsTsTsTsGsGsTsTsTsTsTsTsGsGsTsT (SEQ ID NO: 68; tipo B/K), CYT003-QBG10:
GGGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGGGGG  (SEQ ID NO:  69; tipo  A/D), 1018 ISS:
TsGsAsCsTsGsTsGsAsCsCsGsTsTsCsGsGsAsTsGsA (SEQ ID NO: 70; tipo B/K), y Kappaproct (DIMS 0150):
GsGsAsACAGTTCGTCCATsGsGsC (SEQ ID NO: 71; tipo A/D) (s indica un enlace fosforotioato).

En otra realizacion, el oligonucledtido de la invencion puede estar presente en una solucién que comprende sal de
sodio (por ejemplo, solucion salina, solucién salina tamponada con fosfato (PBS), o similar). Aunque sin querer atarse
a ninguna teoria, esto se debe a que el fendmeno de no ser entregable observado para las secuencias centrales de
tipo A/D se observa de forma especialmente prominente cuando se disuelve en una solucion acuosa de sal sédica,
mientras que el problema con la soluciéon salina o similar que se utiliza habitualmente puede resolverse con un
oligonculedtido de este tipo.

<"Activador biolégico”; enfocado en la secuencia central>

En una realizacion, la presente invencion proporciona un agente para la inmunoestimulacion que comprende una
fraccion central con actividad biolégica de un oligonucledtido inmunoestimulador de tipo A/D del que se eliminan G
consecutivas, de tipo B/K, de tipo C o de tipo P (en el presente documento, también denominado "agente para la
inmunoestimulacion de la invencion”, incluyendo cada una de las realizaciones del mismo). Aunque sin querer cefiirnos
a ninguna teoria, se descubrié que la propia fraccion central tenia capacidad inmunoestimuladora y actividad inductora
de la produccién de IFN-a y/o actividad inductora de la produccion de interleucina 6. Asi, la presente invencion puede
proporcionar un agente para la inmunoestimulacion con una amplia gama de disefios. Por lo tanto, en el presente
documento también se divulga un procedimiento para estimular la inmunidad de un sujeto, el procedimiento comprende
administrar al sujeto una cantidad eficaz del agente para la inmunoestimulacién que comprende una fraccién central
con actividad biolégica de un oligonucledtido inmunoestimulador de tipo A/D del que se eliminan las G consecutivas,
de tipo B/K, de tipo C o de tipo D.

Tal y como se utiliza en el presente documento, "fraccion central" se refiere a una secuencia de 6 pb o mas con una
configuracion palindromica que comprende una secuencia CpG.

En una realizacion, el oligonucleétido inmunoestimulador utilizado en el agente para inmunoestimulaciéon de la
invencion es de tipo A/D del que se eliminan Gs consecutivas, y la actividad bioldgica es la actividad inductora de la
produccion de interferén (IFN)-a y/o la actividad inductora de la produccion de interleucina-6.
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Segun la invencion, la fraccién central del oligonucledtido inmunoestimulador utilizado en el agente para la
inmunoestimulacion de la invencién es una fraccion de tipo A/D de la que se eliminan Gs consecutivas, preferiblemente
todas las Gs de los extremos pueden eliminarse o puede permanecer una G.

En otra realizacion, la fraccion central del oligonucledtido inmunoestimulador utilizado en el agente para
inmunoestimulacion de la invencion comprende una fraccion central (TGCATCGATGCA (SEQ ID NO: 22)) de un
oligonucledtido D35, una fraccién central (GACGATCGTC (SEQ ID NO: 56)) de A2216, una fraccidon central
(ACGACGTCGT (SEQ ID NO: 58)) de A2336, o similares.

En una realizacion, la fraccion central utilizada en la presente invencién estd compuesta por un vehiculo para la
introduccion de células. Como vehiculo para la introduccién celular puede utilizarse cualquier vehiculo, pero el vehiculo
puede ser, por ejemplo, un liposoma o el agente de administracién de la invencion.

<’Medicina mejorada de acidos nucleicos” enfocada en el oligonucleétido inmunoestimulador completo>

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un oligonucledtido que comprende un oligonucleétido
inmunoestimulador de longitud completa de tipo B/K, tipo C o tipo P o0 una fraccion central con actividad bioldgica de
un oligonucleétido inmunoestimulador de tipo A/D del que se eliminan G consecutivas y un acido nucleico que
comprende un nucleétido fosforotioado, en el que el acido nucleico tiene una longitud de 9 bases a 100 bases, y en el
que el contenido de nucleétido fosforotioado en el acido nucleico es de aproximadamente 35% o mayor, en el que
dicho acido nucleico esta unido a un extremo 5' 0 a un extremo 3' de la longitud completa de un oligonucledétido
inmunoestimulador de tipo B/K, de tipo C o de tipo P o a la fraccion central con actividad bioldgica de un oligonucleétido
inmunoestimulador de tipo A/D (en lo sucesivo, también denominado "oligonucleétido de la invencion").

Se entiende que el acido nucleico que comprende un nucledétido fosforotioado utilizado en este aspecto puede utilizarse
en cualquier realizacion explicada en <Agent for delivery (delivery agent) of immunostimulatory oligonucleotide nucleic
acid medicine>.

En una realizacion, el oligonucleétido de la invencion impide la formacion de un agregado de alto orden debido a la
guanina.

En una realizacién preferente, los ejemplos de factores para materializar o mejorar la entrega del oligonucleétido de
la invencion incluyen el contenido de nucleédtidos fosforotioados. En una realizacién preferente, el contenido de
nucleétidos fosforotioados en el acido nucleico en el agente de administracién de la invencion es de aproximadamente
35% o mayor o mayor que aproximadamente 35%, y mas preferiblemente de aproximadamente 50% o mayor o mayor
que aproximadamente 50%. Ademas del contenido, también se tiene en cuenta la ubicacion del nucledtido
fosforotioado. Aunque sin querer atarse a ninguna teoria, puede ser ventajoso disponer nucleodtidos fosforotioados en
el lado terminal. Aunque no se quiere atar a ninguna teoria, se entiende que el contenido requerido puede ser menor
cuando se dispone en el lado del terminal. Dado que el efecto sobre el interferon-a y la interleucina-6 varia ligeramente
en funcién de cada contenido, los expertos en la materia pueden determinar el intervalo éptimo de los mismos teniendo
en cuenta el efecto de interés.

En otra realizacion, puede ser ventajoso que el acido nucleico tenga una cierta longitud en el oligonucledétido de la
invencién. Segun la invencion, el acido nucleico tiene una longitud de 9-100 bases, preferiblemente 10-100 bases, 20-
80 bases, 40-80 bases, o 20-60 bases. Dado que, el efecto del interferon-a y de la interleucina-6 puede variar
ligeramente en funcion de cada longitud, los expertos en la materia pueden determinar el intervalo éptimo teniendo en
cuenta el efecto de interés.

En otra realizacion mas, es preferible materializar la prevencion de la formacion de agregados de alto orden debido a
la guanina. Las condiciones para su materializacién incluyen contenido, ninguna o pocas guaninas consecutivas, y
similares. Por ejemplo, el contenido de guanina del &cido nucleico en una realizacion en el agente de administracion
de la invencién puede ser inferior al 60%, pero es preferentemente, pero no limitado a, 60% o mayor, 70% o mayor, u
80% o mayor. En otra realizacion, el acido nucleico de la invencion no tiene una porcién con tres 0 mas guaninas
consecutivas. Estas caracteristicas pueden combinarse. Dado que el efecto de las caracteristicas sobre el interferén-
ay la interleucina-6 puede variar ligeramente en funcion de cada forma, los expertos en la materia pueden determinar
el intervalo éptimo teniendo en cuenta el efecto de interés.

En otra realizacién, la fraccién central con actividad bioldégica en el oligonucledtido de la invencién es de un
oligonucleétido inmunoestimulador de tipo A/D del que se eliminan Gs consecutivas, de tipo B/K o de tipo C.

En otra realizacion, el oligonucleétido inmunoestimulador en el oligonucleétido de la invencion es de tipo A/D del que
se eliminan Gs consecutivas, y la actividad bioldgica es la actividad inductora o potenciadora de interferon (IFN)-a y/o
la actividad inductora o potenciadora de interleucina-6.

En otra realizacion, la fraccion central en el oligonucledétido de la invencién es la fraccion central de tipo A/D de la que
se eliminan Gs consecutivas, preferiblemente se eliminan todas las Gs del extremo o puede permanecer una G.
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En otra realizacion, la fraccion central en el oligonucleétido de la invencién puede seleccionarse de una fraccion central
(TGCATCGATGCA (SEQ ID NO: 22)) de un oligonucleétido D35, una fraccion central (GACGATCGTC (SEQ ID NO:
56)) de A2216, una fraccion de longitud completa (ggggGACGA: TCGTCgggggg (SEQ ID NO: 65); las mayusculas
indican la fraccién central) de A2216, una fraccién central (ACGACGTCGT (SEQ ID NO: 58)) de A2336, una fraccion
de longitud completa (ggggACGAC: GTCGTggggggg (SEQ ID NO: 66) de A2336; las mayusculas indican la fraccion
central) de A2336, una longitud completa (TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT (SEQ ID NO: 60)) de B2006, un
TCGTCGTTTTCGGCGCGCCG de longitud completa (SEQ ID NO: 62)) de C2395, una longitud completa
(TCGTCGACGATCGGCGCGCGCCG (SEQ ID NO: 64)) de P21889, CPG 7909:

TsCsGsTsCsGsTsTsTsTsGsGsTsTsTsTsTsTsGsGsTsT (SEQ ID NO: 67), PF-3512676:
TsCsGsTsCsGsTsTsTsTsGsGsTsTsTsTsTsTsGsGsTsT (SEQ ID NO: 68), CYT003-QBG10:
GGGGGGGGGGGACGATCGTCGGGGGGGGGGGG (SEQ ID NO: 69), 1018 ISS:

TsGsAsCsTsGsTsGsAsCsCsGsTsTsCsGsGsAsTsGsA (SEQ ID NO: 70), y Kappaproct (DIMS 0150):
GsGsAsACAGTTCGTCCATsGsGsC (SEQ ID NO: 71) (s indica un enlace fosforotioato).

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un agente para uso en un procedimiento de inmunoestimulacion
que comprende el oligonucleétido de la invencion.

En una realizacion, el agente para la inmunoestimulacion es para inducir o mejorar la produccion de interferon (IFN)-
a y/o inducir o mejorar la produccion de interleucina-6.

(Uso)

También se divulga aqui el uso del oligonucledtido de la invencién en la fabricacion de un medicamento de acido
nucleico oligonucledtido inmunoestimulador. Se entiende que el oligonucledtido utilizado en este aspecto puede
utilizarse en cualquier forma descrita en el presente documento.

(Técnicas generales)

Los enfoques biologicos moleculares, los enfoques bioquimicos y los enfoques microbiolégicos utilizados en el
presente documento son enfoques bien conocidos y convencionales en la técnica que se describen, por ejemplo,
en, Sambrook J. et al.(1989). Molecular

Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor y su 32 Ed. (2001); Ausubel, F.M. (1987). Current Protocols in

Molecular Biology, Greene Pub. Associates y Wiley-Interscience; Ausubel, F.M. (1989). Protocolos breves de biologia
molecular Short Protocols in

Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates
y Wiley-Interscience; Innis, M.A. (1990). Protocolos PCR: A Guide to Methods and Applications, Academic
Press; Ausubel, F.M. (1992). Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols
in Molecular Biology, Greene Pub. Associates; Ausubel, F.M. (1995). Short Protocols in

Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub.
Asociados; Innis, M.A. et al. (1995). PCR Strategies, Academic Press; Ausubel, F.M. (1999). Short Protocols in
Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, Wiley, y actualizaciones
anuales; Sninsky, J.J. et al. (1999). Aplicaciones de la PCR: Protocols for Functional Genomics, Academic
Press, Bessatsu Jikken Igaku [Medicina Experimental, Volumen Suplementario], Idenshi Donyu Oyobi Hatsugen
Kaiseki Jikken Ho [Procedimientos Experimentales de Transgénesis y Analisis de Expresion], Yodosha, 1997, y
similares.

Las técnicas de sintesis de ADN y la quimica de acidos nucleicos para fabricar un gen sintetizado artificialmente se
describen, por ejemplo, en, Gait, M.J.(1985). Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press; Gait, M.J.
(1990). Sintesis de oligonucledtidos Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IRL Press; Eckstein, F. (1991).
Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, IRL Press; Adams, R.L. et al. (1992). The Biochemistry of the
Nucleic Acids, Chapman & Hall; Shabarova, Z. et al. (1994). Advanced Organic Chemistry of Nucleic Acids,
Weinheim; Blackburn, G.M. et al. (1996). Nucleic Acids in Chemistry and Biology, Oxford University Press; Hermanson,
G.T. (1996). Bioconjugate Techniques, Academic Press, y similares.

Por ejemplo, como se usa aqui, el oligonucledtido de la invencion también puede ser sintetizado por un procedimiento
estandar conocido en el arte, tal como usar un sintetizador de ADN automatizado (un sintetizador comercialmente
disponible de Biosearch, Applied Biosystems, o similar). Por ejemplo, también puede sintetizarse un oligonucleétido
fosforotioado por el procedimiento de Stein et al. (Stein et al., 1988, Nucl. Acids Res. 16: 3209), y también puede
prepararse un metilfosfonato-oligonucledétido utilizando un soporte de polimero de vidrio con poro de control (Sarin et
al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 7448-7451).

Como se usa aqui, "0o" se usa cuando "al menos una o mas" de las materias enumeradas en la frase pueden ser
empleadas. Cuando se describe explicitamente en el presente documento como "dentro del intervalo de dos valores”,
el intervalo también incluye los dos valores en si.
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Como se ha descrito anteriormente, la presente invencion se ha descrito mostrando realizaciones preferentes para
facilitar su comprension. La presente invencion se describe a continuacion basandose en Ejemplos. La descripcion
antes mencionada y los Ejemplos siguientes no se proporcionan para limitar la presente invencion, sino con el unico
fin de ejemplificarla. Por lo tanto, el ambito de la presente invencién no se limita a las realizaciones y Ejemplos descritos
especificamente en el presente documento y esta limitado unicamente por el alcance de las reivindicaciones.

[Ejemplos]

Los Ejemplos se describen a continuacion. Cuando fue necesario, los animales utilizados en los Ejemplos siguientes
se manipularon de acuerdo con las directrices institucionales del Instituto Nacional de Innovacion Biomédica, basadas
en la Declaracion de Helsinki. Para los reactivos, se utilizaron los productos especificos descritos en los Ejemplos. Sin
embargo, los reactivos pueden sustituirse por un producto equivalente de otro fabricante (Sigma-Aldrich, Wako Pure
Chemical, Nacalai Tesque, R & D Systems, USCN Life Science INC, o similares).

(Ejemplo 1: Experimentos con D35)

En lo sucesivo, este Ejemplo utiliza un agente tipico para la inmunoestimulacion D35 (SEQ ID NO: 31) para demostrar
que un ODN de tipo A/D con cola de poli-dAs40 tiene un potencial inmunoestimulador similar al del D35 original.

(Preparacion de PBMC humanas)

Las PBMC se prepararon a partir de voluntarios adultos japoneses sanos de los que se obtuvo el consentimiento
informado. Todos los experimentos con PBMC humanas fueron aprobados por la Junta de Revisién Institucional del
Instituto Nacional de Innovacion Biomédica (niumero de permiso: 44). Tras preparar las PBMC utilizando Ficoll-Paque
PLUS (GE Healthcare) y LeucoSep (Greiner), las PBMC se sembraron a una concentracién de 2 x107 células/mL
(placa de 96 pocillos de fondo plano, volumen total de 100 pL/pocillo) en un medio RPMI 1640 suplementado con un
10% de suero bovino fetal, 100 unidades/mL de penicilina'y 100 ug/mL de estreptomicina (todo ello de Nacalai Tesque
Inc. (Kyoto)).

(simulacién de ODN CpG con o sin N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil)]-N,N,N-trimetilamonio metilsulfato (DOTAP))

Los ODN enumerados en la siguiente Tabla 1 fueron sintetizados por GeneDesign, Inc. (Osaka, Japén).

[Tabla 1]

Tabla 1. ODN D35 modificados desarrollados en la presente invenciéon (SEQ ID NOs: 1-28)
D35(CG)G-dAs40~ GsGTGCATCGATGCAGGGGsGsGsGs-As40 Fig. 1A |1 |SEQID NO: 1
D35(GC)G-dAs40 GsGTGCATGCATGCAGGGGsGsGs-As40 2 |SEQIDNO:2
035(TG)G-dAs40 GsGTGCATTGATGCAGGGGsGsGs-As40 3 |SEQID NO: 3
D35(CT)G-dAs40 GsGTGCATCTATGCAGGGGsGsGsGs-As40 4 |SEQIDNO: 4
D35(CG)A-dAs40 GsGTGCATCGATGCAAAAAsAsAs-As40 5 |SEQID NO: 5
D35(GC)A-dAs40 GsGTGCATGCATGCAAAAAsAsAs-As40 6 |SEQIDNO: 6
D35(TG)A-dAs40 GsGTGCATTGATGCAAAAAsAsAs-As40 7 |SEQIDNO:7
D35(CT)A-dAs40 GsGTGCATCTATGCAAAAAsAsAs-As40 8 |SEQID NO:8
D35(CG)T-dAs40+ GsGTGCATCGATGCATTTTsTsTs-As40 9 |SEQIDNO:9
D35(GC)T-dAs40 GsGTGCATGCATGCATTTTsTsTs-As40 10 |SEQID NO: 10
D35(TG)T-dAs40 GsGTGCATTGATGCATTTTsTsTs-As40 11 |SEQID NO: 11
D35(CT)T-dAs40 GsGTGCATCTATGCATTTTsTsTs-As40 12 |SEQID NO: 12
D35(CG)C-dAs40 GsGTGCATCGATGCACCCCsCsCs-As40 13 |SEQ ID NO: 13
D35(GC)C-dAS40 GsGTGCATGCATGCACCCCsCsCs-As40 14 |SEQID NO: 14
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D35(TG)C-dAs40 GsGTGCATTGATGCACCCCsCsCs-As40 15 |SEQID NO: 15
D35(CT)C-dAs40 GsGTGCATCTATGCACCCCsCsCs-As40 16 |SEQID NO: 16
D35T-dAs40+ GsTGCATCGATGCATTTTsTsTs-As40 Fig.1B |1 |SEQIDNO:9
D35T-dA40 GsTGCATCGATGCATTTTsTsTs-A40 2 |SEQID NO: 17
D35T-dTs40 GsTGCATCGATGCATTTTsTsTs-Ts40 3 |SEQID NO: 18
D35T-dT40 GsTGCATCGATGCATTTTsTsTs-T40 4 |SEQIDNO: 19
D35T-dCs40 GsTGCATCGATGCATTTTsTsTs-Cs40 5 |SEQID NO: 20
D35T-dC40 GsTGCATCGATGCATTTTsTsTs-C40 6 |SEQID NO: 21
D35-dAs40+ GsGTGCATCGATGCAGGGGsGsGsGs-As40 Fig.4 A SEQID NO: 1
D35T-dAs40+ GsGTGCATCGATGCATTTTsTsTs-As40 Fig.4 B SEQID NO: 9
D35core TGCATCGATGCA SEQ ID NO: 22
D35core-dAs40 TGCATCGATGCA-As40 SEQ ID NO: 23
D35coreT-dAs40 TGCATCGATGCATTTTsTsTs-As40 SEQ ID NO: 24
D35core-dAs10 TGCATCGATGCA-As10 Fig.4 C SEQID NO: 25
D35core-dAs20 TGCATCGATGCA-As20 Fig4 D SEQ ID NO: 26
D35core-dAs30 TGCATCGATGCA-As30 SEQ ID NO: 27
D35core-dAs40 TGCATCGATGCA-As40 SEQID NO: 28
"s" indica un esqueleto de fosforotioato.

*D35(CG)G-dAs40 y D35-dAs40 tienen la misma secuencia.

**D35(CG)T-dAs40 y D35T-As40 tienen la misma secuencia.

Cola Poly-dAs40 (SEQ ID NO: 29) se probd como agente ejemplar para la administracién en la Figura 1A.

Las PBMCs fueron estimuladas durante 24 horas con K3, D35, D35-dAs40, y otros ODN (Tabla 1) a las
concentraciones mostradas. La estimulacion con un ODN y DOTAP (Roche) se llevé a cabo siguiendo las instrucciones
del fabricante. En pocas palabras, se prepararon por separado una solucion de ODN en un medio libre de suero (Opti-
MEM; Gibco) y una solucion de DOTAP en Opti-MEM, se mantuvieron durante 15 minutos a temperatura ambiente y
luego se mezclaron a fondo pipeteando la solucién de ODN y la solucion de DOTAP. La mezcla ODN/DOTAP
resultante se mantuvo durante 15 minutos a temperatura ambiente. La mezcla ODN/DOTAP (100 ul) se afiadié a las
PBMC humanas (2 x108 células/100 ul/pocillo). Transcurridas 24 horas, se analizo la presencia de citocinas en el
sobrenadante.

(Medicién de citocinas mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA))

Se utilizé un kit ELISA genérico de IFN-a (Mabtech o PBL) y un kit ELISA de IL-6 humana (DuoSet; R&D Systems) de
acuerdo con el manual de instrucciones del fabricante para medir las citocinas en el sobrenadante. ELISA utilizé
3,3',5,5-tetrametilbencidina (TMB) (KPL) para la coloracién. En algunos de los experimentos, también se llevo a cabo
el ensayo Milliplex (MPXHCYTOG60KPMX26; Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante.

(Dispersién dinamica de la luz (DLS))
Para medir la DLS se utilizé el Wyatt DynaPro PlateReader Il (Wyatt Technology, EE.UU.). Las muestras (almacenadas

durante mas de 18 horas a 1 mg/mL en PBS) se midieron (obtenidas 20 veces a 25°C) en una placa de 384 pocillos
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(20 pL/pocillo). La polidispersidad, el radio hidrodindmico y el peso molecular se analizaron con el software Dynamics
v7.1.7.16 (Wyatt Technology, EE.UU.).

(Microscopia electrénica de transmision (MET))

Se goted D35 (1 mg/mL en PBS) en una rejilla recubierta de Formvar-carbono (10 pL) y se incub6é durante 2 horas
para su adhesion a la rejilla. Para la tincion negativa, la muestra se lavo tres veces con agua destilada y, a continuacion,
se coloco sobre la rejilla una gota de acetato de uranilo al 2% (peso/vol) (pH 4,0) y se secd al aire. La rejilla se estudio
con un aumento de 10.000x con un microscopio electronico (Hitachi H-7650) .

(Formacién de complejos de ODN CpG y esquizofilano (SPG))

Se afiadié una solucion (15 mg/mL en NaOH 0,25 N) de SPG desnaturalizado alcalino (peso molecular 150.000) a
una solucion de ODN (100 pM en N;H2POQO.) y se mezclé a fondo. La mezcla se dejo reposar toda la noche a 4°C para
completar la formacién de complejos. La relacién molar (SPG:ADN) se fij6é en 0,27. La eficiencia de formacion de
complejos entre el ODN y el SPG se estimo a partir de los ODN libres residuales en la solucion de la mezcla utilizando
un sistema de electroforesis MultiNA Microchip (Shimadzu Corp., Kyoto).

(Inmunizacion del mono Cynomolgus)

Los monos Cynomolgus (Macaca fascicularis) fueron obtenidos y mantenidos por el Centro de Investigacion de
Primates de Tsukuba de los Institutos Nacionales de Innovaciéon Biomédica, Salud y Nutricién (NIBIO). Todos los
experimentos se realizaron conforme al protocolo aprobado por el Comité de Etica de Experimentos con Animales del
NIBIO (Numero de permiso: DS22-4R1). Se hicieron varios esfuerzos para minimizar el sacrificio. El dia 0 y el dia 14,
se inyectd a monos cynomolgus por via subcutédnea (s.c.) vacuna antigripal dividida (SV) (5 pg) (A/Nueva
Caledonia/20/99, BIKEN), con o sin K3 (4.7 nmol), D35 (4,7 nmol), D35-dAs40 (4,7 nmol), D35core-dAs40 (4,7 nmol),
0 D35-SPG (4,7 nmol como cantidad de D35-dAs40). Se recogio suero a las 4 y 8 semanas después de la imprimacion.
La IgG total anti-SV en el suero se midié mediante ELISA. Cada muestra de suero se diluyo en serie para calcular el
titulo de anticuerpos como numero reciproco de la dilucién ath 0D450 = 0,2.

(Analisis estadistico)

Se utilizé el software Graphpad Prism 5 para calcular la diferencia estadisticamente significativa. Para el analisis de
las citocinas se utilizé una prueba t pareada, y para el analisis de los titulos de anticuerpos, una prueba U de Mann-
Whitney no paramétrica de dos caras.

(Detalles del experimento)
(Los ODN de tipo A/D con cola de poli dAs40 tienen un potencial inmunoestimulador similar al D35 original)

Se desarrollaron K3-SPG, un adyuvante CpG de tipo B/K de segunda generacion, que es un complejo soluble
particulado de un CpG-ODN K3 y esquizofilano (SPG) [Kobiyama K et al., (2014) Proceedings of the National Academy
of Sciences, vol.111 no.83086-3091, doi: 10.1073/pnas.1319268111.; Koyama S et al., (2010) Science Translational
Medicine 2:25ra24]. Para formar un complejo de un ODN K3 y un SPG, el extremo 3' debe modificarse afadiendo un
40-mer fosforotioato de acidos desoxiadenilicos (cola dAs40). En el extremo 3', SPG y la cola dAs40 forman un
complejo de triple hélice [Kobiyama K et al., (2014), supra]. Simultdneamente a estos experimentos, también se
sintetizaron ODN D35 afiadidos con una cola similar para estudiar la actividad inmunoestimuladora de los mismos
(induccion de IFN-a e IL-6) en PBMC humanas. El ELISA de citoquinas revel6 que el D35 con una cola dAs40 afiadida
al extremo 3' (CpG-ODN de tipo A/D) tiene la misma actividad que el D35 original (se comparan el 1 de la Figura 1Ay
el D35; cada secuencia de ODN utilizada en el experimento se muestra en la Tabla 1). Experimentos posteriores
revelaron ademas que algunos ODN derivados de D35 con una cola dAs40 también tienen actividad bioldgica incluso
cuando se sustituye un hexamero de guanina en el 3' por un hexamero de adenina, timina y citosina (ver 5, 9y 13 de
la Figura 1A). Este resultado fue bastante inesperado porque los hexameros de guanina forman una estructura
cuadruplex por formacion de pares de bases Hoogsteen, lo que da lugar a la autoagregacion [Costa LT et al., (2004)
Biochemical and Biophysical Research Communications 313: 1065-1072.; Klein DC et al., (2010) Ultramicroscopy 110:
689-693.], donde la agregacion a través de un hexamero de guanina se consideraba un elemento inevitable para la
actividad bioldgica de los ODN CpG de tipo A/D [Verthelyi D et al., (2001) J Immunol 166:2372-2377.; Kerkmann M et
al., (2005) J Biol Chem 280: 8086-8093.; Wu CC et al., (2004) J Biol Chem 279: 33071-33078.; Puig M et al., (2006)
Nucleic Acids Res 34: 6488-6495.] Mientras tanto, la actividad inmunoestimuladora de los ODN derivados de D35 en
PBMC humanas dependia completamente de la presencia de una secuencia CpG. Esto concuerda con la teoria del
motivo CpG no metilado [Krieg AM (2002) Annual Review of Immunology 20: 709-760.] (comparacion de 9y 10-12 en
la Figura 1A). Estos resultados indican que la presencia de una secuencia hexamera de guanina no es un requisito
esencial para la actividad inmunoestimuladora de los ODN de tipo A/D, mientras que la actividad de los ODN derivados
de D35 depende en gran medida de la presencia de una secuencia con motivo CpG.

(La cola polinucleotidica de fosforotioato es necesaria para la actividad inmunoestimuladora de los ODN derivados de
D35)
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Se sabe que la adicion de un hexamero de guanina a un ODN CpG fosfodiéster mejora su captacioén celular [Bartz H
et al., (2004) Vaccine 23: 148-155.; Dalpke AH et al., (2002) Immunology 106: 102-112.] En consonancia con este
hecho, se demostr6é que los ODN de fosforotioato se unen de forma no especifica a las proteinas [Brown DA et al,
(1994) Journal of Biological Chemistry 269: 26801-26805.] Ademas, se demostré que los ODN de CpG fosforotioato
eran captados mas eficazmente por las células que los ODN de CpG fosfodiéster. Estos hallazgos sugieren que es
probable que la adicion de una cola dAs40 haya mejorado la captacion celular de los ODN mediante una uniéon no
especifica a través del esqueleto fosforotioato. Basandose en estos informes, se ha comparado la actividad
inmunoestimuladora de D35T-dAs40 y D35T-dA40 (el hexamero de guanina original se sustituye por hexamero de
timina, y la cola se compone de poli-A40 fosforotioato o fosfodiéster) en PBMC humanas para examinar el requisito
de la estructura quimica del esqueleto (comparacion de 1y 2 en la Figura 1B). La actividad biolégica de los ODN
dependia de la presencia de una cola de fosforotioato, mientras que las reacciones de citocina apenas se observaban
con la adicién de una cola de fosfodiéster ODN (comparacion de 1y 2 en la Figura 1B). También se examinaron otras
colas de polinucleétidos 40-mer como poli-T(s)40 y poli-C(s)40 en lugar de poli-A(s)40. Se comprobd que se observaba
una reaccioén de citocina relativamente mas fuerte al afiadir una cola dAs40 o una cola dCs40 que una cola dTs40
(véanse 1, 3y 5 de la Figura 1B), mientras que las reacciones de citocina no estaban relacionadas con la base de una
cola polinucleotidica, pero dependian de la presencia de un esqueleto de fosforotioato (véanse 3-6 de la Figura 1B).

(DOTAP compensa la ausencia de una secuencia G-Hexamer)

Se prob¢ la actividad inmunoestimuladora en PBMC humanas de D35 que comprendia hexameros de adenina, timina
y citosina sin una cola de polinucledtido fosforotioato (Figura 1C). La actividad inmunoestimuladora del D35 original
dependia de la presencia de un hexamero de guanina, lo que concordaba con informes anteriores [Verthelyi D et al.,
(2001) J Immunol 166: 2372-2377.; Yamamoto T et al., (1994) Microbiol Immunol 38: 831-836.; Lee SW et al., (2000)
The Journal of Immunology 165: 3631-3639] (Figura 2). El D35 compuesto por hexameros de adenina, timina y citosina
(D35A, D35T y D35C) no tuvo ningun efecto sobre las PBMC humanas (Figura 2; barras negras). A este respecto,
cuando se les afadid DOTAP, los mismos ODNs presentaron una actividad relativamente alta (Figura 2, barras
blancas). DOTAP es un lipido catiénico (N-[1-(2,3-dioleyloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio metil sulfato), que se utiliza
para dirigir CpG-ODN a un compartimento endosomal especifico para iniciar la sefalizacion mediada por TLR9
[Yasuda K et al., (2005) Journal of immunology (Baltimore, Md: 1950) 174: 6129-6136.; Honda K et al., (2005) Nature
434: 1035-1040.] El resultado demostro que la actividad biologica de los ODN de tipo A/D no requiere una secuencia
de un hexamero de guanina para dirigir los ODN a un compartimento endosomal adecuado y la captacion celular por
DOTAP.

En resumen, estos resultados sugieren que la actividad inmunoestimuladora de los CpG-ODN de tipo A/D puede ser
regulada por dos procesos separados. El primer proceso es la captacion celular eficaz mediante la agregacion de
hexameros de guanina o la union inespecifica a través de una cola de polinucledtido fosforotioato. El segundo proceso
se debe a la presencia de un motivo CpG que induce la sefalizacion dependiente de TLR. EI DOTAP puede convertir
D35 sin hexameros de guanina no activos, como D35A, D35T y D35C, en un compuesto inmunoestimulador. Por lo
tanto, se sugiere que la presencia de una secuencia de guanina hexamero en si no es esencial para la interaccion
molecular motivo CpG/TLR9.

(Los ODN D35 con cola dAs40 no forman grandes agregados)

También se han estudiado las propiedades fisicas de varios ODNs relacionados con D35 de cola dAs40 utilizando
dispersion dinamica de luz (DLS) (Figura 3). La sintesis de un ODN de tipo A/D clinicamente aplicable con una calidad
que cumpla las Buenas Practicas de Fabricacion (BPF) se ve obstaculizada por la multimerizaciéon dependiente de la
cola G, que conduce a un polimorfismo incontrolable, agregacion y precipitacion de los productos ODN [Puig M et al.,
(2006) Nucleic Acids Res 34: 6488-6495.] (Figuras 3 y 5). EI D35 original (1 mg/mL) mostré la formacién de varios
agregados heterogéneos visibles en PBS y dio lugar a una turbidez visible en 24 horas (Figura 3C). En particular, no
se observo turbidez para el D35 en el agua. El analisis DLS reveld que la turbidez consistia en agregados muy
dispersos (tamafio medio del diametro en el rango de unos 50 nm a mas de 1 uym) (Figuras3A-3B). Por el contrario,
D35-dAs40 y D35core-dAs40 a la misma concentracion en PBS no formaron precipitacion visible (Figura 3C), mientras
que el tamafo de los ODN era inferior a 20 nm y presentaban un pico agudo segun DLS (Figuras 3A-3B y Tabla 2).

[Tabla 2]
Tabla 2. Resultados de la medicién DLS para cada ODN en la Figura 3
Diametro (nm) |% Pd |[Mw-R (kDa) % de intensidad |% masa | SEQ ID NO.
K3 2,7 26,0 7 100,0| 100,0 30
D35 213,2| 74,2 187014 771 79,7 31
D35-dAs40 11,8| 48,7 212 97,2 99,9 1
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Diametro (nm) |% Pd /Mw-R (kDa) % de intensidad |% masa |SEQ ID NO.

D35T-dAs40 7,6| 43,3 76 80,6 99,6 9
D35core-dAs40 69| 23,5 61 96,6, 100,0 23
D35coreT-dAs40 7,3| 354 70 79,4 99,6 24

El valor del pico primario se muestra para los valores de medicion de cada ODN. Pd significa polidispersidad

El analisis con microscopio electronico de transmision (MET) confirmo los resultados de la DLS y mostré que muchas
particulas esféricas con un tamafio de unos 50-200 nm estaban dispersas individualmente o formaban un
conglomerado de varias particulas enlazadas (Figura 3D), lo que concordaba con informes anteriores [Costa LT et al.,
(2004) Biochemical and Biophysical Research Communications 313: 1065-1072.; Klein DC et al., (2010)
Ultramicroscopy 110: 689-693.] Estos datos muestran que la adicion de una cola dAs40 mejora significativamente la
homogeneidad fisica de los ODN de tipo A/D en PBS. Tales ODN que comprenden una secuencia de hexameros de
guanina como D35-dAs40 sustancialmente no mostraron agregacion al afiadir una cola dAs40. Se observé una
estructura significativa mediante TEM para K3, D35-dAs40, D35T-dAs40, D35core-dAs40 y D35coreT-dAs40.

(Los ODN relacionados con D35 con cola dAs40 inducen IFN-a de manera proporcional a la dosis)

Ademas se evalud la actividad inmunoestimuladora de estos ODN mediante valoracién volumétrica (Figura 4A). Todos
los ODN, incluidos D35, D35-dAs40 (con una secuencia de hexameros de guanina) y D35core-dAs40 (sin una
secuencia de hexameros de guanina) indujeron un aumento dependiente de la dosis en las reacciones de IFN-a e IL-
6 de PBMC humanas (Figura 4A). Por el contrario, el ODN de tipo P, 21889, del que se ha informado recientemente
(que se compone de un esqueleto de fosforotioato que comprende dos secuencias palindromicas para promover la
formacion agregada de una estructura dimérica en serie) [Samulowitz U et al., (2010) Oligonucleotides 20: 93-101.]
mostraron una disminucion de las reacciones de IFN-a e IL-6 cuando se utilizaron a una concentracion mas alta
(Figura 4A).

(La cola D35core+dAs40 es suficiente para la produccion de IFN-a)

También se estudi6 el efecto de secuencias adyacentes de un D35core 12-mer como la secuencia 5' GG y el hexamero
de timina 3' sobre la produccion de IFN-a (Figura 4B). No se indujo una reaccion de citocina sélo con una secuencia
central de D35 (12-mer) (Figura 4B), pero una adicién de una cola dAs40 a este 12-mer fue suficiente para inducir
IFN-a en una cantidad comparable. Lo importante es que este resultado se produjo en ausencia de DOTAP. La
presencia de un hexamero de timina parece reducir la actividad biolégica. Estos resultados sugerian que las
secuencias adyacentes centrales, como la secuencia 5' GG y el hexamero de timina 3', no eran esenciales para la
actividad inmunoestimuladora de este tipo de ODN (Figura 4B).

(Los ODN fosforotioados de cola A mas largos tienen una mayor actividad inmunoestimuladora)

También se estudid el efecto de la longitud de la cola del polimero de fosforotioato A sobre la actividad
inmunoestimuladora. Cuando las PBMC humanas se estimularon con la misma cantidad del ODN mostrado (1 uM), la
produccioén de IFN-a e IL-6 tuvo una correlacién positiva con la longitud de una cola de dAs (Figura 4C). Cuando se
estudio el efecto de la concentraciéon de cada ODN, se observo que el aumento de la concentracién de cada ODN (la
concentracion maxima examinada fue de 9 pM) inducia el mismo nivel de produccion de IFN-a e IL-6 (Figura 4D), y
que los ODN con una cola mas larga se captaban con mayor eficacia. Sin embargo, es probable que los ODNs con
una cola larga y los ODNs con una cola corta utilicen el mismo mecanismo de captacién, alcanzando asi una reaccion
de citoquina similar a una meseta (Figura 4D). En resumen, los datos muestran que la adiciéon de una cola de
polinucleétido de fosforotioato a un ODN corto que comprende un motivo CpG es suficiente para producir un ODN
inmunoestimulador de tipo A/D, por lo que ésta seria una estrategia util para producir ODN de tipo A/D que tengan
propiedades fisicas controladas y cumplan las GMP.

(Requisitos mas detallados y caracterizacion de la cola del polinucleétido fosforotioato)

Se llevoé a cabo ademas una serie de experimentos para la comprension de los requisitos de los polinucleétidos
fosforotioato de D35 ODN CpG (por ejemplo, la longitud de la cola (Figura 9), el grado de fosforotioacion de una cola
(Figura 10), y la composicion nucleotidica de una cola (Figura 11)). En primer lugar, se prob6 D35core para varios
numeros (longitud) de dAs con respecto a la induccion de IFN-a e IL-6 (Figura 9). La induccion de IFN-a no se observd
para D35core y se observo ligeramente para dAs6. La cantidad de IFN-a aumenta a medida que la longitud de dA se
aproxima a dAs60. Curiosamente, no se observo una mejora con la extension de una cola de dAs a 100, sino que la
induccion de IFN-a disminuy6. Por el contrario, la produccion de IL-6 aumentd, y el aumento se mantuvo hasta el
dAs100. A continuacion, la fosforotioacion se redujo del 100% al 15% utilizando D35core-dAs50 (Figura 10). Incluso
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una disminucion del 50% de la fosforotioacion en dA40 dio lugar a una disminucién drastica de la actividad de induccién
de IFN-a. La sensibilidad de la produccion de IL-6 no fue muy alta, pero ésta también disminuyo rapidamente con la
disminucion de la fosforotioacion. La produccion de IL-6 no se observé con una fosforotioacion del 25% o inferior. En
tercer lugar, se comprobaron los requisitos de la composicion nucleotidica utilizando D35-dNs40. No se indujo una
produccion sustancial de IFN-a en el caso de los ODN de cola dNs40 completamente aleatorios (Figura 11, acido
nucleico numero 10 (DS35-dNs40)). Se espera un aumento en la formacién de pares de bases Hoogsteen en la cola
dNs40 cuando la cantidad de guanosina en la cola dNs40 aumenta del 10% al 90%. A medida que aumentaba la
cantidad de guanosina, aumentaba la produccién de IFN-a, pero la induccién de IFN-a seguia siendo relativamente
baja incluso para D35-dNs40 (91% G) (Figuras 4 y 9). Resumiendo todos los resultados, se entiende que cada uno de
1) la longitud completa, 2) la fosforotioacion y 3) la composicion nucleotidica (el polimero A es mejor que el aleatorio
rico en G) puede ser un factor importante para la actividad de un agente para la inmunoestimulaciéon de los ODN con
cola de polinucledtidos fosforotiados. A la vista de estos resultados, se seleccionaron D35-dAs40 y D35core-dAs40
como prototipos para aplicaciones clinicas.

(El D35-dAs40 liofilizado y el D35core-dAs40 en viales pueden formularse directamente con solucion salina)

La solubilidad directa de un ODN inmunoestimulador en una solucion salina es un requisito importante para facilitar su
aplicacioén clinica. Asi, se estudid la solubilidad directa del D35-dAs40 liofilizado y del D35core-dAs40 en solucidon
salina. se vertio directamente 1 mL de solucion salina aséptica acuosa en un vial que contenia 10 mg de ODN liofilizado
(Figura 5A). K3 y D35core-dAs40 se disolvieron faciimente en solucidon salina (Figura 5B). D35-dAs40 (que
comprende una secuencia de hexameros de guanina), aunque lentamente, se disolvié por completo en 5 minutos
(Figura 5B). Cuando dichas soluciones de ODN se almacenaron durante un mes a 4°C, no se observaron
precipitaciones ni agregados visibles. En cambio, el D35 original no se disolvié facilmente en solucién salina, formando
agregados gelatinosos heterogéneos (Figura 5B). Estos resultados demostraron que el D35-dAs40 y el D35core-
dAs40 pueden manipularse mas facilmente que el D35 original, especialmente para aplicaciones clinicas.

(La conversion de D35 en esquizofilano (SPG) no mejora la secrecion de IFN-a a partir de PBMC)

A continuacion, se intentd mejorar el perfil inmunoestimulador de los ODN derivados de D35 mediante formulacion
compleja (SPGilacién) con esquizofilano (SPG). D35-SPG, SPG-D35 y D35-SPG-D35 se prepararon mediante
formulacién compleja con SPG. La evaluacion de la eficacia de la formulacidén compleja con un sistema de
electroforesis MultiNA Microchip dio como resultado lo siguiente: D35-SPG (99,4%), SPG-D35 (96,7%) y D35-SPG-
D35 (49,8%). Esto indica que los ODN en la solucién de D35-SPG o SPG-D35 se formularon casi por completo,
mientras que soélo el 50% de los ODN se formularon en la soluciéon de D35-SPG-D35. Se estimularon PBMC humanas
con ODN SPGilados para determinar la secrecion de IFN-a e IL-6 mediante ELISA (Figura 6). A diferencia del K3-SPG
[Kobiyama K et al., (2014) Proceedings of the National Academy of Sciences, vol. 111 n° 8 3086-3091, doi:
10.1073/pnas.1319268111.], la SPGilacién de los 5' 0 3' de D35 no mejoro la produccion de citoquinas, pero redujo la
secrecion de IFN-a e IL-6 en comparacion con los ODNs sin SPGilacién (Figura 6). En particular, D35-SPG tuvo un
mayor efecto inmunoestimulador que SPG-D35 (Figura 6). Cabe destacar que los ODN no SPGilados con dAs40
afiadido al extremo 5' 0 3' como en D35-dAs40 y dAs40-D35 mostraron una actividad inmunoestimuladora comparable
(Figura 6). Sin embargo, se observé una produccion de citoquinas ligeramente mejor con D35-dAs40 que con dAs40-
D35 en otro experimento. Curiosamente, no se observd la formacion de grandes agregados visibles en PBS para
dAs40-D35 (Figura 12). El D35-SPG-D35 aumentd significativamente la secrecion de IFN-a e IL-6 de las PBMC, pero
la eficacia de la formulacion compleja fue sélo del 50%. D35-SPG-D35 mostrd una mejora en el perfil de citoquinas
similar a K3-SPG [Kobiyama K et al., (2014), supral.

(D35-dAs40, D35core-dAs40 y D35-SPG son mejores adyuvantes para vacunas divididas contra la gripe que K3 y D35
original en monos cynomolgus)

Por ultimo, se examino la eficacia adyuvante in vivo de D35-dAs40, D35core-dAs40 y D35-SPG en modelos de vacuna
de mono y compararon la eficacia con la de K3 y el D35 original (Figura 7). Seis grupos de monos (n = 2 6 3) fueron
inmunizados por via subcutanea dos veces (con un intervalo de dos semanas) con la vacuna antigripal dividida (SV)
mostrada + adyuvante. 8 semanas después del cebado, se estudiaron mediante ELISA las reacciones IgG especificas
del SV en el suero (Figura 7A). D35-dAs40 y D35-SPG mostraron una capacidad adyuvante mejor y mas consistente
que K3 y el D35 original (Figura 7B). También se compard el D35 original y el D35core-dAs40 realizando un
experimento con otro grupo de monos para descubrir que el D35core-dAs40 también presenta una mejor capacidad
adyuvante que el D35 original (Figura 7C). Estos resultados sugirieron que el D35-dAs40, el D35core-dAs40 y el D35-
SPG funcionan igual o mejor que el K3 y el D35 original in vivo en monos como adyuvantes, al menos con respecto a
la vacunacion de vacunas divididas contra la gripe. Cabe destacar que los perfiles de IFN-a e IL-6 in vitro no se
correlacionaron suficientemente con la capacidad adyuvante in vivo. Asi, se llevd a cabo un ensayo multiplex de 26
citoquinas utilizando PBMC humanas (en lugar de PBMC de mono debido a la limitacién de no disponer de una
cantidad suficiente de PBMC de mono para el ensayo) que fueron estimuladas con D35, D35-dAs40 o D35-SPG
(Figura 8). Entre los 18 tipos de citocinas detectadas, no se encontrd correlacion entre las citocinas in vitro y la
capacidad adyuvante in vivo (Figura 8).
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(Debates)

En este ejemplo, se ha desarrollado un agente de administracion representado por dos tipos de nuevos ODN
prototipicos no agregados inmunoestimuladores de tipo A/D, D35-dAs40 y D35core-dAs40, para su aplicacion clinica
en humanos. Estos ODN mostraron un perfil de induccién de citoquinas a partir de PBMC humanas similar al del D35
original, que tiene un perfil de induccion de IFN-a elevado y de IL-6 bajo. Sin embargo, el equilibrio general entre estas
citocinas se desplazé ligeramente hacia las de los ODN de tipo B/K (en comparacion con el D35 original, el IFN-a
disminuy6 ligeramente y la IL-6 aumentd; Figura 1). La caracteristica mas importante del D35-dAs40 y del D35core-
dAs40 era su excelente solubilidad en solucion salina. El D35-dAs40 y el D35core-dAs40 liofilizados y almacenados
en un vial pueden disolverse directamente mediante inyeccion de solucion salina (Figura 5). Se trata de una
caracteristica necesaria para la administracion clinica, lo que amplia considerablemente su aplicacion. Ademas, tanto
el D35-dAs40 como el D35core-dAs40 mostraron una mejor capacidad adyuvante que el D35 original en monos
cynomolgus cuando se utilizaron como adyuvantes del SV de la gripe (Figura 6). En general, el D35-dAs40 y el
D35core-dAs40 mostraron un IFN-a relativamente menor y una IL-6 mayor que el D35 original in vitro (Figura 4). Este
resultado fue inesperado. En comparacion con K3, que se considera que induce excelentes reacciones de anticuerpos
debido a la activacion directa de las células B y a la potente induccion de la citocina IL-6, D35-dAs40 mostré mejores
y mas seguras reacciones de anticuerpos antigripales en monos (Figura 7). Esto sugiere que tanto el D35-dAs40 como
el D35core-dAs40 son excelentes adyuvantes de vacunas in vivo. También se examiné el D35-SPG compuesto por
D35-dAs40 y SPG en monos. D35-SPG mostro niveles reducidos de IFN-a e IL-6 in vitro, pero D35-SPG tuvo una
capacidad adyuvante comparable a D35-dAs40 in vivo (Figura 7). Estos datos demuestran que la cantidad y la calidad
de las citocinas inducidas por los ODN in vitro no se correlacionan con su capacidad adyuvante in vivo. La diferencia
en la distribucion in vivo puede ser otro factor importante que afecte a la capacidad adyuvante de los ODN modificados.
Es necesario seguir investigando la distribucion in vivo de los ODN.

D35-dAs40 y D35core-dAs40 exhibieron reacciones de IFN-a e IL-6 que fueron proporcionales a la dosis similar al
D35 original en el andlisis de respuesta a la dosis (Figura 4). Esta es una de las razones para considerar D35-dAs40
y D35core-dAs40 como "tipo D", y no C tipo C o P tipo ODN CpG. Aunque los ODN de tipo C y P también inducen la
produccion de IFN-q, la "reaccion dosis de ODN-citoquina” de los mismos suele diferir de los patrones de los ODN de
tipo D. Los ODN de tipo C y P mostraron una menor secrecion de IFN-a cuando se utilizé una mayor cantidad de ODN
para la estimulacion. Este tipo de reaccion IFN-a también se observé en K3-SPG derivados de K3 ODN CpG, pero K3
ODN CpG siguen siendo capaces de inducir una fuerte produccién de IFN-a [Kobiyama K et al., (2014) Proceedings
of the National Academy of Sciences, vol. 111 n° 83086-3091, doi:10.1073/pnas.1319268111.] Los esqueletos de C,
P y K3-SPG son todos fosforotioatos, por lo que es posible que la reaccién inversa IFN-a sea inducida por la estructura
del esqueleto fosforotioato; sin embargo, actualmente se desconoce el mecanismo subyacente, por lo que sera
necesario investigarlo en el futuro. En resumen, este Ejemplo demostré que D35-dAs40 y D35core-dAs40 son
prometedores ODN CpG prototipicos de tipo D con alta solubilidad en solucion salina y alta capacidad adyuvante in
VIVO.

La presente invenciéon demostré que las secuencias de hexameros de guanina y la agregacion de ODN resultante,
que se han considerado elementos esenciales hasta este punto, no son esenciales para inducir la produccion de IFN-
a a partir de PBMC humanas para los ODN de tipo A/D. Estudios anteriores concluyeron que la agregacion era esencial
para la elevada produccion de IFN-a por los ODN CpG de tipo A/D [Kerkmann M et al., (2005) J Biol Chem 280: 8086-
8093.; Wu CC et al., (2004) J Biol Chem 279: 33071-33078.; Puig M et al., (2006) Nucleic Acids Res 34: 6488-6495.]
Sin embargo, los datos de la invencién demuestran que la agregacion no es un requisito esencial para una elevada
produccion de IFN-a por los ODN CpG de tipo A/D (Figura1), y se entiende que una secuencia de hexameros de
guanina en si misma no esta directamente implicada en el reconocimiento de los ODN CpG mediado por TLRO. La
hipétesis de que los ODN de tipo D35 sin hexamero de guanina (p. ej., D35A, D35T, D35C) inducen una potente
produccion de IFN-a cuando se afiade DOTAP, y que el DOTAP complementa el proceso de captacion dependiente
de la agregacion de los ODN de tipo D, fue corroborada. A este respecto, la produccion de IFN-a dependia
completamente de la presencia de un motivo CpG (Figura 1). Estos datos sugieren que la actividad
inmunoestimuladora global de los ODN de tipo A/D puede estar regulada por dos mecanismos que no se solapan: 1)
captacion celular de ODN, y 2) reconocimiento del motivo CpG por TLR9 en los endosomas. En resumen, se concluyo
que una secuencia palindromica de un 12-mer que comprende CpG y una cola poli-A fosforotioada son los dos
componentes necesarios y suficientes de los ODNs de tipo D no agregados recientemente desarrollados, D35-dAs40
y D35core-dAs40.

Segun se informa, la presencia de un hexamero de guanina contribuye probablemente a la captacion eficiente de los
ODN con respaldo de fosfodiéster por las células a través de receptores carrofieros [Bartz H et al., (2004) Vaccine 23:
148-155.; Lee SW et al., (2000) The Journal of Immunology 165: 3631-3639.; Jozefowski S et al., (2006) J Leukoc Biol
80: 870-879.] Se ha demostrado que los ODN con respaldo fosfodiéster requieren un hexamero de guanina formador
de agregados o una secuencia relacionada para la captacion celular de ODN y su posterior funcion
inmunoestimuladora. Sin embargo, se ha informado de que los ODN CpG monocatenarios fosforotioados (p. €j., ODN
de tipo B/K) utilizan DEC-205 para la captacion celular [Lahoud MH et al., (2012) Proceedings of the National Academy
of Sciences 109: 16270-16275.] Ademas, muchas moléculas como HMGB1, granulina y LL37 median y potencian la
captacion de ODN o ADN y su entrega a TLR9 [Lee CC et al., (2012) Nat Rev Immunol 12: 168-179.] Aunque no se
desea estar limitado por ninguna teoria, puede entenderse que D35-dAs40 y D35core-dAs40 no forman agregados,
sino que mantienen su actividad inmunoestimuladora mientras dependen de la presencia de fosforotioato en lugar de
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una cola poli-A fosfodiéster, y la captacion de D35-dAs40 y D35core-dAs40 esta mediada por un mecanismo de
captacion de ODN fosforotioato como DEC-205 y/u otra molécula accesoria latente no descubierta.

La agregacion mediada por hexameros de Guanina o la formacion de estructuras de alto orden también puede afectar
la localizacion en células y promover la localizacion endosomal inicial preferencial de ODN con forma de multimero
[Guiducci C et al., (2006) The Journal of Experimental Medicine 203: 1999-2008.] Sin embargo, no se ha determinado
el mecanismo exacto que regula la clasificacién preferencial de endosomas tempranos. Se ha sugerido que la
sefalizacion de la produccion de IFN-a comienza en la interaccion CpG/TLR9 que esta presente en el endosoma
temprano [Honda K et al., (2005) Nature 434: 1035-1040.; Guiducci C et al., (2006), supra]. También se ha sugerido
que la orientaciéon forzada de ODN de tipo B/K (no un buen agente inductor de IFN-a) al endosoma temprano por
DOTAP induce IFN-a [Honda K et al., (2005, supral, y los requisitos de estructura de alto orden y propiedades quimicas
de un esqueleto no son estrictos cuando los ODN CpG se dirigen a un compartimento adecuado para la produccién
de IFN-a. De forma similar, un informe reciente ha examinado ODN CpG con dos estructuras de alto orden diferentes
unidas a una superficie de nanoparticulas para encontrar que ODN/nanoparticulas multimerizadas inducen reacciones
de IFN-a, mientras que ODN/nanoparticulas monoméricas inducen reacciones de IL-6 [Chinnathambi S et al., (2012)
Sci Rep 2: 534.]. Estos informes sugieren que tanto la estructura del ODN como el compartimento celular diana son
importantes para determinar si la reacciéon preferencial final de la citocina es IFN-a o IL-6. Recientemente se ha
informado de que AP-3 afiade otra capa a la regulacién de las reacciones IFN-a de los pDC [Sasai M et al., (2010)
Science 329: 1530-1534.] Se ha informado de que la localizaciéon de TLR9 en organulos celulares relacionados con el
lisosoma que pueden derivarse del endosoma tardio es necesaria para la produccion de IFN-a a partir de pDC [Sasai
M et al., (2010), supra]. Ademas, se ha sugerido que la produccion de IFN-a mediante la sefializacion de TLR9 esta
regulada por un mecanismo de clasificacion intracelular mas complejo de lo que se pensaba [Lee BL, Barton GM
(2014) Trends in Cell Biology 24: 360-369.] D35-dAs40 y D35core-dAs40 se componen de una secuencia no agregada
de tipo D y una cola de poli-A fosforotioato, pueden inducir tanto IFN-a como IL-6, y pueden tener una distribucion
intracelular similar a los ODN de tipo C, pero su dosis-reaccion exhibié la de los ODN de tipo D. Para aclarar el
compartimento celular exacto y los requisitos moleculares para inducir la produccion de IFN-a por D35-dAs40 y
D35core-dAs40, pueden determinarse estableciendo condiciones adicionales.

(Diferencia de reacciones entre individuos)

Se ha informado de la heterogeneidad de las reacciones de citoquinas para ODN CpG de tipo B/K en PBMC humanas
[Leifer CA et al., (2003) J Immunother 26: 313-319.] Aunque la reaccién general fue en gran medida consistente entre
varias muestras de PBMC humanas, también se encontraron reacciones variables a los derivados no agregados de
ODN de tipo A/D examinados en este Ejemplo. Para las aplicaciones clinicas de los ODN de este tipo se puede seguir
investigando la causa de tales diferencias entre individuos. En vista de lo anterior, la forma no agregada de ODN de
tipo A/D, incluyendo D35-dAs40 y D35core-dAs40, se reconoce como un material de partida prometedor para el
desarrollo posterior de ODN de tipo A/D clinicamente aplicables.

(Ejemplo 2: Confirmacion con otros ODN CpG)
Este Ejemplo confirmé si se exhibe un efecto similar al de D35 con otros ODN CpG.

Experimentos similares a los realizados para D35 mostrados en el Ejemplo 1 se realizaron utilizando las siguientes
secuencias en lugar de D35 (o D35core) (ver arriba en la memoria descriptiva). La secuencia utilizada y sus nombres
se muestran a continuacion (* indica un enlace fosforotioato).

A2216: g"g*gggacgatcgtc*g*g*gtgtgtg (SEQ ID NO: 55)

A2216core: gacgatcgtc (SEQ ID NO: 56)

A2336: g"g*g"gacgacgtcg"g*g”grg”gtg™g (SEQ ID NO: 57)

A2336c¢ore: acgacgtcgt (SEQ ID NO: 58)

B2006(PS): th\c g Mic gMAAMMAgMAC g Mt M g M A C g MMM (SEQ ID NO: 59)
B2006(PO): tcgtcgttttgtcgttttgtegtt (SEQ ID NO: 60)

C2395(PS): th\crghticightitMtiticr\ghgicighchgichrghciererg (SEQ ID NO: 61)
C2395(P0O): tegtegttttcggegegegeeg (SEQ ID NO: 62)

P21889(PS): tr\crg’t*crgha’tcighatichghghcigicichgicr gicichehg (SEQ ID NO: 63)
P21889(PO): tcgtcgacgatcggegeggeceg (SEQ ID NO: 64)
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(Resultados)

Los resultados se muestran en las Figuras 13-14. La figura 13 muestra el estado de agregaciéon. El A2216 puede
disolverse directamente (10 mg/mL) en solucién salina, pero se convierte en una solucién muy viscosa y se gelifica a
4°C. A 37 °C, la solucion se vuelve soluble (la viscosidad es alta, pero se mantiene la fluidez). La figura muestra que
el A2336 no puede disolverse directamente en solucion salina.

La Figura 14 muestra los resultados del uso de A2216, B2006, C2395 y P21889 como otros tipos de ODNs de CpG
para estudiar el efecto de una adicion de dAs40 sobre la actividad inmunoestimuladora. Puede entenderse que la
adicion de dAs40 a otros tipos de ODN de CpG (ODN de tipo A, B y P) también afecta a la actividad
inmunoestimuladora de forma similar a D35.

En vista de lo anterior, se entiende que la accion de mantener la capacidad de inducciéon de IFNa a la vez que se
suprime la agregacion endégena mediante la adicion de dAs40 observada para D35 también es eficaz en otros ODN
de tipo A/D (A2216 o A2336), pero también se observan diferencias dependientes de la secuencia o estructura
individual.

(Ejemplo 3: Confirmacion del efecto supresor de la agregacion para los acidos nucleicos CpG de tipo A/D
distintos del D35)

A continuacion, en este Ejemplo se probo el efecto supresor de la agregacion mediante la adicion de dAs40 para
acidos nucleicos CpG de tipo A/D distintos de D35 disolviendo un vial liofilizado directamente en solucién salina, y se
midieron INFa e IL-6 como actividad biolégica en PBMC humanas para confirmar que la produccion de IFNa e IL-6 se
mantenia o aumentaba como se reconocid cuando se afiadio dAs40 a D35.

(Materiales y procedimientos)

Para los materiales y procedimientos, los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con el mismo experimento
realizado para D35 descrito en el Ejemplo 1 (véase mas arriba) utilizando las siguientes secuencias, algunas de las
cuales se solapan con las secuencias mostradas en los Ejemplos 1-2.

A2216: g"g*gggacgatcgtc*g*g*gtgtgtg (SEQ ID NO: 55)
A2216core: gacgatcgtc (SEQ ID NO: 56)
A2216-dAs40: (SEQ ID NO: 76)
A2336: g*g*g*gacgacgtcg*g*g”grg”g”tgtg (SEQ ID NO: 57)
A2336core: acgacgtcgt (SEQ ID NO: 58)
A2336-dAs40: (SEQ ID NO: 78)
D35 (SEQ ID NO: 31)
D35-dAs40: (SEQ ID NO: 1)
D35core-dAs40: (SEQ ID NO: 23)
Control (sin estimulacion)
K3: (SEQ ID NO: 30)
(Resultados)

Los resultados se muestran en la Figura 15. Como se muestra en la Figura 15, se demostré que A2216-dAs40
(izquierda) y A2336-dAs40 (derecha) (ambos 0,5 mg/vial) se disolvian facil y completamente a temperatura ambiente
en 50 pl de solucién salina. Como se muestra en la fila inferior de la Figura 15, la investigacion de la produccion de
IFN-a e IL-6 en el sobrenadante mediante ELISA a partir de los resultados de la estimulacién (1 uM) de PBMC humanas
durante 24 horas con cada oligonucleétido demuestra que la solubilidad en solucion salina puede mejorarse afiadiendo
dAs40 a los acidos nucleicos de tipo D distintos de D35 (A2216 y A2336) y esto tiene el mismo efecto en la produccion
de IFN-a e IL-6. Los resultados también demuestran que el efecto supresor de la agregacion debido a la adicion de
dAs40 se observa no sélo en los acidos nucleicos de tipo D35, sino también en los de tipo D.

En este Ejemplo, se estudio la solubilidad directa en solucion salina de otros ODN de tipo A/D, como A2216 y A2336,
con respecto a la presencia/ausencia de una adicién de una cola dAs40. Inesperadamente, A2216 se disolvid
completamente a temperatura ambiente en solucién salina, aunque de forma gradual. Sin embargo, como se muestra
en la Figura 13, la solucién se convirtio en gel a 4°C. El gel volvid a licuarse cuando se cambio la temperatura a 37°C.
El A2336 no se disolvid en la solucion salina y formdé un agregado gelatinoso. Lo mismo ocurrié con D35 (véase la
figura 13). Cuando se afiadié dAs40 a A2216 y A2336, la solubilidad en solucidn salina mejor6 significativamente.
A2216-dAs40 y A2336-dAs40 se disolvieron facilmente en soluciéon salina (Figura 15). Ademas, no se observo
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gelificaciéon a 4°C. A2216-dAs40 y A2336-dAs40 también conservaron la capacidad de inducir interferén-a
(Figuras 14 y 15D). Estos resultados demuestran que la adicién de una cola dAs40 es también una modificacion util
para mejorar el manejo de otros ODN de tipo A/D.

(Ejemplo 4: Efecto del numero de enlaces fosforotioato)

A continuacion, este Ejemplo demostré que la propiedad de agregacion cuando se disuelve en solucion salina y la
produccion de IFNa e IL-6 a partir de PBMC humanas son casi las mismas para los casos en los que el numero de
fosforotiacion(es) en el extremo 5' es 1 y los casos en los que el niUmero es 2. Los detalles de la misma se muestran
a continuacion.

Especificamente, para los casos en que la fosforotioacion (s) en el extremo 5' es 1 (D35: GsGT ... (SEQ ID NO: 31) y
casos en los que la fosforotioacion (s) en el extremo 5' es dos (D35beta: GsGsT ...) (SEQ ID NO: 73), se confirmé que
la propiedad de agregacion cuando se disuelve en solucion salina y la produccion de IFNa e IL-6 a partir de PBMC
humanas son casi las mismas para D35 y D35beta por el mismo procedimiento descrito anteriormente.

Los resultados se muestran en la Figura 16. Como se muestra en la Figura 16, se confirmé que D35 (una s esta unida
al extremo 5') y D358 (dos s estan unidas al extremo 5') con una estructura similar a D35 pero diferente nimero de s
mostraban el mismo comportamiento en términos de estimulacion y agregacion de IFN-a e IL-6.

(Ejemplo 5: Ejemplo de formulacion)
Las formulaciones pueden fabricarse por procedimientos como los que se describen a continuacion.

(Ejemplo 1) Puede afadirse directamente un volumen adecuado de solucién salina a una cantidad adecuada de
D35-dAs40 liofilizado para preparar una formulacién de solucion inyectable.

(Ejemplo 2) Puede anadirse un volumen adecuado de una solucion isoténica, solucion de glucosa al 5%, a una
cantidad adecuada de D35-dAs40 liofilizado para preparar una formulacion de solucién inyectable.

(Ejemplo 3) Puede afiadirse un volumen adecuado de solucion de correccion electrolitica, cloruro sddico
inyectable Otsuka al 10% o similar, a un volumen adecuado de D35-dAs40 disuelto en agua y ajustado a una
concentracion de NaCl del 0,9% para preparar una formulacion de solucion inyectable.

(Ejemplo 4) Una cantidad adecuada de D35-dAs40 disuelta en agua puede liofilizarse para preparar una
formulacion liofilizada de sal sddica de D35-dAs40.

Los agentes utilizados en las formulaciones estan disponibles en Otsuka Pharmaceutical Factory (Tokushima, Japon)
0 GeneDesign, Inc. (Osaka, Japon).

La presente solicitud reivindica prioridad con respecto a la La solicitud de patente japonesa n.° 2014-263017
presentada el 25 de diciembre de 2014 y La solicitud de patente japonesa n.° 2015-118731 presentada el 11 de junio
de 2015.

[Aplicabilidad industrial]

La presente invencion puede utilizarse en cualquier industria relacionada con CpG, como la industria de reactivos, la
industria farmacéutica o similares.

[Listado de secuencias de Texto libre]
SEQ ID NO: 1-28 representan las secuencias enumeradas en la Tabla 1.
SEQ ID NO: 29: representa una cola D-poly dAs40.
SEQ ID NO: 30: representa K3 (atcgactctc gagcgttctc).
SEQ ID NO: 31: representa D35.
SEQ ID NO: 32: representa D35A.
SEQ ID NO: 33: representa a D35T.
SEQ ID NO: 34: representa D35C.
SEQ ID NO: 35-48: representan las secuencias de la Figura 9.
SEQ ID NO: 49-54: representan las secuencias de la figura 10.
SEQ ID NO: 55: representa la secuencia fosforotioada de A2216.
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71:
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73:
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representa la fraccion central de A2216.
representa la secuencia fosforotioada de A2336.
representa la fraccion central de A2336.
representa la secuencia fosforotioada de B2006.
representa la longitud total de B2006.

representa la secuencia fosforotioada de C2395.
representa la longitud total de C2395.

representa la secuencia fosforotioada de P21889.
representa la longitud completa de P21889.
representa la longitud total de la A2216.
representa la longitud total de la A2336.
representa la CPG 7909.

representa PF-3512676.

representa CYT003-QBG10.

representa 1018 ISS.

representa a Kappaproct (DIMS 0150).
representa D35-dNs40. (GsGsTGCATCGATGCAGGGsGsGsGsGs-Ns40).
representa la secuencia de B35 (empieza por GsGs) .
representa la secuencia de dAs40-D35.
representa la secuencia de D35-dAs40-D35.
representa A2216+dAs40.

representa A2216core+dAs40.

representa A2336+dAs40.

representa A2336core+dAs40.

representa B2006(PS)+dAs40.

representa B2006(PO)+dAs40.

representa C2395(PS)+dAs40.

representa C2395(PO)+dAs40.

representa P21889(PS)+dAs40.

representa P21889(PO)+dAs40.
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REIVINDICACIONES

Un oligonucledtido que comprende un oligonucledtido inmunoestimulador de longitud completa de tipo B/K, tipo
C o tipo P o una fraccién central con actividad biologica de un oligonucleétido inmunoestimulador de tipo A/D del
que se eliminan G consecutivas y un acido nucleico que comprende un nucleétido fosforotioado, en el que el acido
nucleico tiene una longitud de 9 bases a 100 bases, y en el que el contenido de nucleétido fosforotioado en el
acido nucleico es de aproximadamente 35% o mayor, en el que dicho acido nucleico esta unido a un extremo 5'
0 a un extremo 3' del oligonucledétido inmunoestimulador de tipo B/K, de tipo C o de tipo P de longitud completa o
a la fraccion central con actividad bioldgica de un oligonucleétido inmunoestimulador de tipo A/D.

El oligonucledtido de la reivindicacion 1, en el que el acido nucleico impide la formacién de un multimero debido
a la guanina.

El oligonucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que el contenido de nucleétidos fosforotioados
en el acido nucleico es de aproximadamente 50% o mayor o mayor que aproximadamente 50%.

El oligonucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la actividad biolégica es la actividad
inductora de la produccién de interferon (IFN)-a y/o la actividad inductora de la produccion de interleucina-6 (IL-
6).

El oligonucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la fraccion central es del tipo A/D de la que
se eliminan las G consecutivas, o comprende una fraccién central (TGCATCGATGCA (SEQ ID NO: 22)) de un
oligonucleétido D35, una fraccion central (GACGATCGTC (SEQ ID NO: 56)) de A2216, o una fraccion central
(ACGACGTCGT (SEQ ID NO: 58)) de A2336.

Un agente que comprende el oligonucleétido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su uso en un
procedimiento de inmunoestimulacion.

El agente para su uso en un procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el agente es para inducir la produccién
de interferén (IFN)-a y/o interleucina-6 (IL-6).

El agente para su uso en un procedimiento de la reivindicacion 6, en el que la fraccién central esta comprendida
por un vehiculo para la introduccién de células.

El agente para su uso en un procedimiento de la reivindicacion 6, en el que el vehiculo es un liposoma.

El oligonucledtido de la reivindicacion 1, en el que el acido nucleico es para su uso en la administracion in vivo del
oligonucleétido inmunoestimulador.
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