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DESCRIPCION
Liposomas pegilados para la administracion de ARN que codifica para inmunégeno
Campo técnico

Esta invencion se encuentra en el campo de la administracion viral de ARN para inmunizacién, mediante liposomas
dentro de los cuales esta encapsulado el ARN que codifica para un inmundgeno de interés.

Técnica anterior

La administracién de acidos nucleicos para inmunizar a animales ha sido un objetivo desde hace varios afios. Se han
sometido a prueba diversos enfoques, incluyendo el uso de ADN o ARN, de vehiculos de administracion viral o no viral
(o incluso sin vehiculo de administraciéon, en una vacuna “desnuda”), de vectores replicantes o no replicantes, o
vectores virales o no virales.

Mockey et al, Cancer Gene Therapy 2007 14(9): 802-814, da a conocer una vacuna contra el cancer basada en ARNm
para terapia para melanoma.

Sigue existiendo una necesidad de vacunas de acido nucleico adicionales y mejoradas y, en particular, de maneras
mejoradas de administrar vacunas de acido nucleico.

Divulgacion de la invencion

Segun la invencion, la inmunizacién de acido nucleico se logra administrando ARN encapsulado dentro de un
liposoma. El ARN codifica para un inmundgeno de interés, que es un polipéptido de la espicula de coronavirus. El
liposoma incluye un lipido pegilado, es decir, el lipido estad modificado mediante unidén covalente de un polietilenglicol.
PEG proporciona a los liposomas un recubrimiento que puede conferir caracteristicas farmacocinéticas favorables,
por ejemplo, puede aumentar la estabilidad y prevenir la adsorcién no especifica de los liposomas. Los inventores han
encontrado que la longitud del PEG puede afectar a la expresién in vivo de ARN encapsulado y, por tanto, la invencién
usa liposomas que comprenden PEG que tiene un peso molecular promedio de entre 1 kDay 3 kDa. PEG con un peso
molecular inferior (por ejemplo, de 500 o 750 Da) no forma liposomas estables.

Por tanto, la invencion proporciona un liposoma dentro del cual estad encapsulado ARN que codifica para un
inmundgeno de interés, en el que el liposoma comprende al menos un lipido que incluye un resto polietilenglicol, de
tal manera que polietilenglicol esta presente en el exterior del liposoma, en el que el peso molecular promedio del
polietilenglicol es de entre 1 kDa y 3 kDa y en el que el inmundgeno es un polipéptido de la espicula de coronavirus.
Estos liposomas son adecuados para la administracién in vivo del ARN a una célula de vertebrado y, por tanto, son
utiles como componentes en composiciones farmacéuticas para inmunizar a sujetos contra diversas enfermedades.

La invencion también proporciona un procedimiento para preparar un liposoma que contiene ARN, que comprende
una etapa de mezclar ARN con uno o mas lipidos, en condiciones tales que los lipidos forman un liposoma en el que
se encapsula el ARN, en el que al menos un lipido incluye un resto polietilenglicol que se ubica en el exterior del
liposoma durante el procedimiento, y en el que el peso molecular promedio del polietilenglicol es de entre 1 kDa y
3 kDa, y en el que el ARN codifica para un inmunégeno que es un polipéptido de la espicula de coronavirus.

El liposoma

La invencion usa liposomas dentro de los cuales esta encapsulado ARN que codifica para inmundgeno. Por tanto, el
ARN esta separado (como en un virus natural) de cualquier medio externo. Se ha encontrado que la encapsulacion
dentro del liposoma protege al ARN frente a la digestion por ARNasa. Los liposomas pueden incluir algin ARN externo
(por ejemplo, en su superficie), pero al menos la mitad del ARN (y, de manera ideal, la totalidad del mismo) esta
encapsulado en el nicleo del liposoma. La encapsulacion dentro de liposomas es distinta, por ejemplo, de los
complejos de lipido/ARN dados a conocer en la referencia 1, en los que se mezcla ARN con liposomas previamente
formados.

Diversos lipidos anfifilos pueden formar bicapas en un entorno acuoso para encapsular un nicleo acuoso que contiene
ARN como un liposoma. Estos lipidos pueden tener un grupo de cabeza hidréfilo anidnico, catiénico o zwitteridnico.
La formacién de liposomas a partir de fosfolipidos anidnicos se remonta a la década de 1960, y los lipidos que forman
liposomas catiénicos se han estudiado desde la década de 1990. Algunos fosfolipidos son aniénicos mientras que
otros son zwitteriénicos y otros son cationicos. Las clases adecuadas de fosfolipidos incluyen, pero no se limitan a,
fosfatidiletanolaminas, fosfatidilcolinas, fosfatidilserinas y fosfatidil-gliceroles, y en la tabla 1 se indican algunos
fosfolipidos utiles. Los lipidos cationicos Utiles incluyen, pero no se limitan a, dioleoil-trimetilamonio-propano (DOTAP),
1,2-diesteariloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano (DSDMA), 1,2-dioleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano (DODMA), 1,2-
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dilinoleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano (DLinDMA), 1,2-dilinoleniloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano (DLenDMA). Los
lipidos zwitteriénicos incluyen, pero no se limitan a, lipidos zwitteriénicos de acilo y lipidos zwitteridnicos de éter.
Ejemplos de lipidos zwitterionicos Utiles son DPPC, DOPC, DSPC, dodecilfosfocolina, 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamina (DOPE) y 1,2-difitanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPyPE). Los lipidos pueden estar
saturados o insaturados. Se prefiere el uso de al menos un lipido insaturado para preparar liposomas. Si un lipido
insaturado tiene dos colas, ambas colas pueden estar insaturadas, o puede tener una cola saturada y una cola
insaturada. Un lipido puede incluir un grupo esteroide en una cola, por ejemplo como en RVO05.

Por tanto, en una realizacién la invencién proporciona un liposoma que tiene una bicapa lipidica que encapsula un
ndcleo acuoso, en el que: (i) la bicapa lipidica comprende al menos un lipido que incluye un resto polietilenglicol, de
tal manera que polietilenglicol esta presente en el exterior del liposoma, en el que el peso molecular promedio del
polietilenglicol es de entre 1 kDa y 3 kDa; y (ii) el nicleo acuoso incluye un ARN que codifica para un inmundgeno; y
en el que el inmundégeno es un polipéptido de la espicula de coronavirus.

Pueden formarse liposomas de la invencién a partir de un Unico lipido o a partir de una mezcla de lipidos. Una mezcla
puede comprender (i) una mezcla de lipidos anidnicos, (ii) una mezcla de lipidos catiénicos, (iii) una mezcla de lipidos
zwitterionicos, (iv) una mezcla de lipidos aniénicos y lipidos catiénicos, (v) una mezcla de lipidos anidnicos y lipidos
zwitterionicos, (vi) una mezcla de lipidos zwitteriénicos y lipidos catiénicos o (vii) una mezcla de lipidos anidnicos,
lipidos catidnicos y lipidos zwitterionicos. De manera similar, una mezcla puede comprender lipidos tanto saturados
como insaturados. Por ejemplo, una mezcla puede comprender DSPC (zwitteriénico, saturado), DIinDMA (catiénico,
insaturado) y/o DMG (aniénico, saturado). Cuando se usa una mezcla de lipidos, no se necesita que todos los lipidos
componentes en la mezcla sean anfifilos, por ejemplo pueden mezclarse uno o mas lipidos anfifilos con colesterol.

Cuando se forma un liposoma de la invencién a partir de una mezcla de lipidos, se prefiere que la proporcion de los
lipidos que estan pegilados tal como se describe en el presente documento sea de menos del 10% de la cantidad total
de lipidos, por ejemplo entre el 0,5-5%, entre el 1-4% o aproximadamente el 2%. Por ejemplo, a continuacién se
muestran liposomas utiles en los que el 2% del lipido total es un PEG-DMG. El resto puede estar compuesto, por
ejemplo, por colesterol (por ejemplo, el 35-50% de colesterol) y/o lipido catiénico (por ejemplo, el 30-70%) y/o DSPC
(por ejemplo, el 5-15%). Tales mezclas se usan a continuacion. Estos valores de porcentajes son porcentajes en
moles.

Por tanto, puede formarse un liposoma a partir de un lipido catiénico (por ejemplo, DlinDMA, RV05), un lipido
zwitterionico (por ejemplo, DSPC, DPYPE), un colesterol y un lipido pegilado. En los ejemplos se usa una mezcla de
DSPC, DIinDMA, PEG-DMG y colesterol, asi como varias mezclas adicionales.

Al menos un lipido dentro del liposoma incluye un resto polietilenglicol. Los liposomas que incluyen estos lipidos
pegilados tendran PEG orientado de modo que esta presente al menos en el exterior del liposoma (pero parte del PEG
también puede estar expuesto en el interior del liposoma, es decir en el nicleo acuoso). Esta orientacion puede
lograrse uniendo el PEG a una parte apropiada del lipido. Por ejemplo, en un lipido anfifilo, el PEG se unira a la cabeza
hidréfila, ya que es esta cabeza la que se orienta hacia el exterior orientado al entorno acuoso de la bicapa lipidica.
La pegilacién de esta manera puede lograrse mediante unién covalente de un PEG a un lipido, por ejemplo usando
técnicas tales como las dadas a conocer en las referencias 2 y 3.

Por tanto, los lipidos pegilados comprenderan la estructura de PEG:

T T
{ o Jn
en la que n proporciona un peso molecular para el PEG de entre 1 kDa y 3 kDa, por ejemplo entre 23 y 68, o
aproximadamente 45 para una pegilacién de 2 kDa (por ejemplo, véase la figura 16).

El resto PEG puede terminar con un grupo -O-metilo y, por tanto, un lipido pegilado puede comprender:

Por tanto, incluyendo la unién a un nitrégeno en el grupo de cabeza de un lipido, un lipido pegilado (til con la invencion
puede comprender:
~ H |
N.__O v[/\ o /\J‘”' OMe
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o
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Un lipido pegilado adecuado para su uso con la invenciéon es PEG-DMG, tal como se usa en los ejemplos. Las figuras
17A a 17E muestran lipidos pegilados Utiles adicionales. También puede usarse colesterol pegilado. Pueden usarse
otros lipidos pegilados, por ejemplo lipidos de férmula (X):

A1
{ Zﬂn—)ﬂ L1_Xr<:
A

? (X)
en la que:

Z es un componente de grupo de cabeza hidréfilo seleccionado de PEG y polimeros basados en polioxazolina,
poli(6xido de etileno), poli(alcohol vinilico), poliglicerol, poli(N-vinilpirrolidona), poli[N-(2-hidroxipropil)metacrilamida] y
poliaminoacidos, en el que el polimero puede ser lineal o ramificado, y en el que el polimero puede estar opcionalmente
sustituido;

Z esta polimerizado por n subunidades;

n es un grado de polimerizacién promedio en nimero de entre 10 y 200 unidades de Z (y puede optimizarse para
diferentes grupos 2);

L1 es un grupo de union de alquileno Ci-10 0 heteroalquileno Ci-10 opcionalmente sustituido que incluye ninguno, uno
o dos de un éter (por ejemplo, -O-), éster (por ejemplo, -C(0)O-), succinato (por ejemplo, -O(0)C-CH2-CH2-C(0)0O-)),
carbamato (por ejemplo, -OC(O)-NR’-), carbonato (por ejemplo, -OC(O)O-), urea (por ejemplo, -NRC(O)NR’-), amina
(por ejemplo, -NR’-), amida (por ejemplo, -C(O)NR’-), imina (por ejemplo, -C(NR’)-), tioéter (por ejemplo, -S-), xantato
(por ejemplo, -OC(S)S-) y fosfodiéster (por ejemplo, -OP(0)20-), en el que R’ se selecciona independientemente de -H,
-NH-, -NHz2, -O-, -S-, un fosfato o un alquileno Ci.10 opcionalmente sustituido;

X1y X2 se seleccionan independientemente de un carbono o un heterodtomo seleccionado de -NH-, -O-, -S- 0 un
fosfato;

A1y Az o bien se seleccionan independientemente de un alquilo Ce-30, alquenilo Ce-30 y alquinilo Ce-30, en los que A1y
Az pueden ser iguales o diferentes, o bien A1y Az junto con el &tomo de carbono al que estan unidos forman un
esteroide opcionalmente sustituido.

Un liposoma de la invencion incluira normalmente un gran nimero de restos PEG, que pueden ser iguales o diferentes.
El peso molecular promedio del PEG en un liposoma de la invencion es de entre 1 kDa y 3 kDa, por ejemplo entre 1,5-
2,5 kDa, entre 1,7-2,3 kDa, entre 1,8-2,2 kDa, entre 1,9-2,1 kDa o 2 kDa. Por tanto, el PEG puede ser un PEG que se
conoce habitualmente como “PEG 2000” o “PEG 2k”, aunque también pueden usarse el “PEG 1000” mas corto y “PEG
3000” més largo.

El PEG comprendera habitualmente cadenas de polimero lineales pero, en algunas realizaciones, el PEG puede
comprender cadenas de polimero ramificadas.

También es posible que una Unica molécula de lipido incluya mas de un grupo PEG, por ejemplo unidos a diferentes
atomos de carbono en el grupo de cabeza de un lipido (por ejemplo, véase la figura 18). En estas circunstancias, la
referencia al peso molecular de PEG en un liposoma es el peso molecular por cada molécula de lipido, en vez de por
cada sustituyente PEG. Por tanto, en un liposoma en el que el tnico lipido pegilado tiene la estructura mostrada en la
figura 18, en la que el peso molecular en el recuadro es de 2 kDa y estd compuesto por dos cadenas de 1 kDa cada
una, el peso molecular promedio del PEG es de 2 kDa y no de 1 kDa.

En algunas realizaciones, el PEG puede ser un PEG sustituido, por ejemplo en el que uno 0 mas atomos de carbono
en el polimero estan sustituidos con uno 0 mas grupos alquilo, alcoxilo, acilo o arilo.

En algunas realizaciones, el PEG puede incluir grupos de copolimero, por ejemplo uno o0 mas monémeros de propileno,
para formar un polimero de PEG-polipropileno.

Los liposomas se dividen habitualmente en tres grupos: vesiculas multilamelares (MLV); vesiculas unilamelares
pequefias (SUV); y vesiculas unilamelares grandes (LUV). Las MLV tienen multiples bicapas en cada vesicula, que
forman varios compartimentos acuosos independientes. Las SUV y las LUV tienen una Unica bicapa que encapsula
un nucleo acuoso; las SUV tienen normalmente un diametro <50 nm, y las LUV tienen un a diametro >50 nm. Los
liposomas de la invencion son de manera ideal LUV con un diametro en el intervalo de 60-180 nm y preferiblemente
en el intervalo de 80-160 nm.
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Un liposoma de la invencién puede formar parte de una composicién que comprende una pluralidad de liposomas, y
los liposomas dentro de la pluralidad pueden tener un intervalo de diametros. Para una composicion que comprende
una poblacion de liposomas con diferentes diametros: (i) al menos el 80% en numero de los liposomas deben tener
diametros en el intervalo de 60-180 nm, y preferiblemente en el intervalo de 80-160 nm, y/o (ii) el didmetro promedio
(por intensidad, por ejemplo promedio Z) de la poblacién esta de manera ideal en el intervalo de 60-180 nm y
preferiblemente en el intervalo de 80-160 nm. Los diametros dentro de la pluralidad deben tener de manera ideal un
indice de polidispersidad <0,2. Se espera que los complejos de liposoma/ARN de la referencia 1 tengan un diametro
en el intervalo de 600-800 nm y tengan una alta polidispersidad.

En la técnica se conocen bien técnicas para preparar liposomas adecuados, véanse, por ejemplo, las referencias 4 a
6. En la referencia 7 se describe un método Util e implica mezclar (i) una disolucion etandlica de los lipidos, (ii) una
disolucién acuosa del acido nucleico vy (iii) tampon, seguido por mezclado, equilibracién, dilucion y purificacion. Los
liposomas preferidos de la invencion pueden obtenerse mediante este procedimiento de mezclado.

Para obtener liposomas con el/los diametro(s) deseado(s), puede realizarse el mezclado usando un procedimiento en
el que se combinan dos corrientes de alimentacién de disolucion acuosa de ARN en una Unica zona de mezclado con
una corriente de disolucién etandlica de lipido, todas a la misma velocidad de flujo, por ejemplo en un canal de
microfluido tal como se describe a continuacién.

El ARN

Los liposomas de la invencién incluyen una molécula de ARN que (a diferencia de ARNip, como en la referencia 2)
codifica para un inmundgeno que es un polipéptido de la espicula de coronavirus. Tras la administracion in vivo de las
particulas, se libera ARN a partir de las particulas y se traduce en el interior de una célula para proporcionar el
inmunogeno in situ.

El ARN es de cadena positiva y, por tanto, puede traducirse por células sin necesitar ninguna etapa de replicacion
intermedia tal como transcripcion inversa. También puede unirse a receptores de TLR7 expresados por células
inmunitarias, iniciando de ese modo un efecto adyuvante.

Los ARN de cadena positiva preferidos son autorreplicantes. Una molécula de ARN autorreplicante (replicon) puede
conducir, cuando se administra a una célula de vertebrado incluso sin ninguna proteina, a la produccién de mdltiples
ARN hijos mediante transcripcion a partir de si misma (mediante una copia antisentido que genera a partir de si
misma). Por tanto, una molécula de ARN autorreplicante es normalmente una molécula de cadena positiva que puede
traducirse directamente tras la administracion a una célula, y esta traduccion proporciona una ARN polimerasa
dependiente de ARN que después produce transcritos tanto antisentido como sentido a partir del ARN administrado.
Por tanto, el ARN administrado conduce a la produccién de multiples ARN hijos. Estos ARN hijos, asi como transcritos
subgendmicos colineales, pueden traducirse por si mismos para proporcionar la expresion in situ de un inmunégeno
codificado, o pueden transcribirse para proporcionar transcritos adicionales con el mismo sentido que el ARN
administrado que se traducen para proporcionar la expresion in situ del inmunoégeno. El resultado global de esta
secuencia de transcripciones es una enorme amplificacion del nimero de los ARN de replicén introducidos y, por tanto,
el inmundgeno codificado pasa a ser un producto polipeptidico principal de las células.

Un sistema adecuado para lograr la autorreplicacion es usar un replicén de ARN basado en alfavirus. Estos replicones
de cadena positiva se traducen tras la administracion a una célula para dar una replicasa (o replicasa-transcriptasa).
La replicasa se traduce como poliproteina que se autoescinde para proporcionar un complejo de replicacion que crea
copias gendmicas de cadena negativa del ARN administrado de cadena positiva. Estos transcritos de cadena negativa
pueden transcribirse a su vez para dar copias adicionales del ARN original de cadena positiva y también para dar un
transcrito subgendémico que codifica para el inmundgeno. Por tanto, la traduccioén del transcrito subgenémico conduce
a la expresion in situ del inmunégeno por la célula infectada. Los replicones de alfavirus adecuados pueden usar una
replicasa a partir de un virus Sindbis, un virus del bosque Semliki, un virus de la encefalitis equina del Este, un virus
de la encefalitis equina de Venezuela, etc. Pueden usarse secuencias de virus mutantes o de tipo natural, por ejemplo
se ha usado el mutante TC83 atenuado de VEEV en replicones [8].

Por tanto, una molécula de ARN autorreplicante preferida codifica para (i) una ARN polimerasa dependiente de ARN
que puede transcribir ARN a partir de la molécula de ARN autorreplicante y (ii) un inmunégeno. La polimerasa puede
ser una replicasa de alfavirus, por ejemplo que comprende una o mas de las proteinas de alfavirus nsP1, nsP2, nsP3
y nsP4.

Aunque los genomas de alfavirus se codifican para proteinas de virién estructurales ademas de la poliproteina
replicasa no estructural, se prefiere que una molécula de ARN autorreplicante de la invencién no codifique para
proteinas estructurales de alfavirus. Por tanto, un ARN autorreplicante preferido puede conducir a la produccion de
copias de ARN gendmico de si mismo en una célula, pero no a la produccién de viriones que contienen ARN. La
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incapacidad de producir estos viriones significa que, a diferencia de un alfavirus de tipo natural, la molécula de ARN
autorreplicante no puede perpetuarse de forma infecciosa. Las proteinas estructurales de alfavirus que son necesarias
para la perpetuacion en virus de tipo natural estan ausentes de los ARN autorreplicantes de la invencién y su lugar ha
sido ocupado por gen(es) que codifica(n) para el inmundgeno de interés, de tal manera que el transcrito subgenémico
codifica para el inmundgeno en vez de las proteinas de virion de alfavirus estructurales.

Por tanto, una molécula de ARN autorreplicante util con la invencién puede tener dos marcos de lectura abiertos. El
primer marco de lectura abierto (en 5’) codifica para una replicasa; el segundo marco de lectura abierto (en 3’) codifica
para un inmundgeno. En algunas realizaciones, el ARN puede tener marcos de lectura abiertos adicionales (por
ejemplo, en el sentido de 3’) por ejemplo para codificar para inmunégenos adicionales (véase a continuacion) o para
codificar para polipéptidos auxiliares.

Una molécula de ARN autorreplicante puede tener una secuencia en 5’ que es compatible con la replicasa codificada.

Las moléculas de ARN autorreplicante pueden tener diversas longitudes, pero normalmente tienen 5000-
25000 nucleétidos de longitud, por ejemplo 8000-15000 nucleétidos o 9000-12000 nucleétidos. Por tanto, el ARN es
mas largo de lo que se observa en la administracién de ARNip.

Una molécula de ARN (til con la invencién puede tener una caperuza en 5’ (por ejemplo, una 7-metilguanosina). Esta
caperuza puede potenciar la traduccion in vivo del ARN.

El nucledtido en 5’ de una molécula de ARN (til con la invencién puede tener un grupo trifosfato en 5’. En un ARN con
caperuza, esto puede estar unido a una 7-metilguanosina a través de un puente de 5’ a 5'. Un trifosfato en 5’ puede
potenciar la unién a RIG-l y, por tanto, fomentar los efectos adyuvantes.

Una molécula de ARN puede tener una cola de poli-A en 3'. También puede incluir una secuencia de reconocimiento
de poli-A polimerasa (por ejemplo, AAUAAA) cerca de su extremo 3.

Una molécula de ARN Uutil con la invencién sera normalmente monocatenaria. Los ARN monocatenarios pueden iniciar
generalmente un efecto adyuvante mediante uniéon a TLR7, TLR8, ARN helicasas y/o PKR. El ARN administrado en
forma bicatenaria (ARNbc) puede unirse a TLR3, y este receptor también puede activarse mediante ARNbc que se
forma o bien durante la replicacion de un ARN monocatenario o bien dentro de la estructura secundaria de un ARN
monocatenario.

Una molécula de ARN dtil con la invencién puede prepararse de manera conveniente mediante transcripcion in vitro
(IVT). IVT puede usar un molde (ADNc) creado y propagado en forma de plasmido en bacterias, o creado de manera
sintética (por ejemplo, mediante métodos de ingenieria de sintesis génica y/o reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)). Por ejemplo, puede usarse una ARN polimerasa dependiente de ADN (tal como las ARN polimerasas de
bacteriéfago T7, T3 o SP6) para transcribir el ARN a partir de un molde de ADN. Pueden usarse reacciones apropiadas
de adicién de caperuza y adicién de poli-A segun se requiera (aunque la poli-A del replicén se codifica habitualmente
dentro del molde de ADN). Estas ARN polimerasas pueden tener requisitos rigurosos para el/los nucleétido(s) en 5’
transcrito(s) y, en algunas realizaciones, estos requisitos deben hacerse corresponder con los requisitos de la replicasa
codificada, para garantizar que el ARN transcrito por IVT puede funcionar de manera eficiente como sustrato para su
replicasa codificada por si mismo.

Tal como se comenta en la referencia 9, el ARN autorreplicante puede incluir (ademas de cualquier estructura de
caperuza en 5’) uno o mas nucleétidos que tienen una nucleobase modificada. Por tanto, el ARN puede comprender
m5C (5-metilcitidina), m5U (5-metiluridina), m6A (N6-metiladenosina), s2U (2-tiouridina), Um (2’-O-metiluridina), m1A
(1-metiladenosina); m2A (2-metiladenosina); Am (2'-O-metiladenosina); ms2m6A (2-metiltio-N6-metiladenosina); i6A
(N6-isopenteniladenosina); ms2i6A (2-metiltio-N6-isopenteniladenosina); io6A (N6-(cis-hidroxiisopentenil)adenosina);
ms2i06A  (2-metiltio-N6-(cis-hidroxiisopentenil)adenosina); g6A  (N6-glicinilcarbamoiladenosina); t6A  (N6-
treonilcarbamoiladenosina); mMs2t6A (2-metiltio-N6-treonilcarbamoiladenosina); mM6t6A (N6-metil-N6-
treonilcarbamoiladenosina); hn6A (N6-hidroxinorvalilcarbamoiladenosina); ms2hn6A (2-metiltio-N6-
hidroxinorvalilcarbamoiladenosina); Ar(p) (2'-O-ribosiladenosina (fosfato)); | (inosina); m11 (1-metilinosina); m'Im (1,2'-
O-dimetilinosina); m3C (3-metilcitidina); Cm (2T-O-metilcitidina); s2C (2-tiocitidina); ac4C (N4-acetilcitidina); f5C (5-
fonnilcitidina); m5Cm  (5,2-O-dimetilcitidina); ac4Cm (N4-acetil-2TO-metilcitidina); k2C (lisidina); mi1G (1-
metilguanosina); m2G (N2-metilguanosina); m7G (7-metilguanosina); Gm (2’-O-metilguanosina); m22G (N2,N2-
dimetilguanosina); m2Gm (N2,2’-O-dimetilguanosina); m22Gm (N2,N2,2’-O-trimetilguanosina); Gr(p) (2'-O-
ribosilguanosina (fosfato)); yW (wibutosina); o02yW (peroxiwibutosina); OHyW (hidroxiwibutosina); OHyW*
(hidroxiwibutosina sin maodificar); imG (wiosina); mimG (metilguanosina); Q (queuosina); 0Q (epoxiqueuosina); galQ
(galtactosil-queuosina); manQ (manosil-queuosina); preQo (7-ciano-7-desazaguanosina); preQi (7-aminometil-7-
desazaguanosina); G* (arqueosina); D (dihidrouridina); m5Um (5,2’-O-dimetiluridina); s4U (4-tiouridina); m5s2U (5-
metil-2-tiouridina); s2Um (2-tio-2’-O-metiluridina); acp3U (3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina); ho5U (5-hidroxiuridina);
mo5U (5-metoxiuridina); cmo5U (acido uridin-5-oxiacético); mcmo5U (éster metilico del acido uridin-5-oxiacético);

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2935009 T3

chm5U (5-(carboxihidroximetil)uridina)); mchm5U (éster metilico de 5-(carboxihidroximetil)uridina); mem5U (5-
metoxicarbonil-metiluridina); mecm5Um (S-metoxicarbonilmetil-2-O-metiluridina); mecm5s2U (5-metoxicarbonilmetil-2-
tiouridina); nm5s2U (5-aminometil-2-tiouridina); mnm5U (5-metilaminometiluridina); mnm5s2U (5-metilaminometil-2-
tiouridina); mnmb5se2U (5-metilaminometil-2-selenouridina); ncm5U  (5-carbamoilmetiluridina); ncm5Um  (5-
carbamoilmetil-2’-O-metiluridina); cmnm5U (5-carboximetilaminometiluridina); cnmm5Um (5-carboximetilaminometil-
2-L-O-metiluridina); cmnm5s2U (5-carboximetilaminometil-2-tiouridina); m62A (N6,N6-dimetiladenosina); Tm (2'-O-
metilinosina); m4C (N4-metilcitidina); m4Cm (N4,2-O-dimetilcitidina); hm5C (5-hidroximetilcitidina); m3U (3-
metiluridina); cm5U (5-carboximetiluridina); m6Am (N6, T-O-dimetiladenosina); rn62Am (N6,N6,0-2-trimetiladenosina);
m2'7G (N2,7-dimetilguanosina); m2'2'7G (N2,N2,7-trimetilguanosina); m3Um (3,2T-O-dimetiluridina); m5D (5-
metildihidrouridina); f5Cm  (5-formil-2’-O-metilcitidina); m1Gm (1,2'-O-dimetilguanosina); m'Am (1,2-O-
dimetiladenosina)irinometiluridina); tm5s2U (S-taurinometil-2-tiouridina)); imG-14 (4-desmetilguanosina); imG2
(isoguanosina); o ac6A (N6-acetiladenosina), hipoxantina, inosina, 8-oxo-adenina, derivados sustituidos en siete de la
misma, dihidrouracilo, pseudouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-aminouracilo, 5-(alquil C1-C6)-uracilo, 5-metiluracilo,
5-(alquenil C2-C6)-uracilo, 5-(alquinil C2-C6)-uracilo, 5-(hidroximetil)uracilo, 5-clorouracilo, 5-fluorouracilo, 5-
bromouracilo, 5-hidroxicitosina, 5-(alquil C1-C6)-citosina, 5-metilcitosina, 5-(alquenil C2-C6)-citosina, 5-(alquinil C2-
C6)-citosina, 5-clorocitosina, 5-fluorocitosina, 5-bromocitosina, N2-dimetilguanina, 7-desazaguanina, 8-azaguanina, 7-
desaza-guanina sustituida en 7, 7-desaza-7-(alquinil C2-C6)guanina, 7-desaza-guanina sustituida en 8, 8-
hidroxiguanina, 6-tioguanina, 8-oxoguanina, 2-aminopurina, 2-amino-6-cloropurina, 2,4-diaminopurina, 2,6-
diaminopurina, 8-azapurina, 7-desazapurina sustituida, 7-desaza-purina sustituida en 7, 7-desaza-purina sustituida en
8, 0 un nucledtido abasico. Por ejemplo, un ARN autorreplicante puede incluir una o méas nucleobases de pirimidina
modificadas, tales como residuos de pseudouridina y/o 5-metilcitosina. Sin embargo, en algunas realizaciones, el ARN
no incluye ninguna nucleobase modificada, y puede no incluir ningin nucleétido modificado, es decir, todos los
nucleétidos en el ARN son ribonucledtidos de A, C, G y U convencionales (excepto por cualquier estructura de
caperuza en 5', que puede incluir una 7’-metilguanosina). En otras realizaciones, el ARN puede incluir una caperuza
en 5’ que comprende una 7’-metilguanosina, y los primeros 1, 2 o 3 ribonucleétidos en 5’ pueden estar metilados en
la posicion 2’ de la ribosa.

De manera ideal, un ARN usado con la invencién solo incluye uniones fosfodiéster entre nucledsidos, pero, en algunas
realizaciones, puede contener uniones fosforamidato, fosforotioato y/o metilfosfonato.

De manera ideal, un liposoma incluye menos de 10 especies diferentes de ARN, por ejemplo 5, 4, 3 0 2 especies
diferentes; lo mas preferiblemente, un liposoma incluye una Unica especie de ARN, es decir, todas las moléculas de
ARN en el liposoma tienen la misma secuencia y la misma longitud.

La cantidad de ARN por cada liposoma puede variar. El nimero de moléculas de ARN autorreplicante individuales por
cada liposoma es normalmente de <50, por ejemplo <20, <10, <5 o 1-4 por cada liposoma.

El inmundgeno

Las moléculas de ARN usadas con la invencién codifican para un inmundgeno polipeptidico, que es un polipéptido de
la espicula de coronavirus. Tras la administracion de los liposomas, el ARN se traduce in vivo y el inmunégeno puede
provocar una respuesta inmunitaria en el receptor. La respuesta inmunitaria puede comprender una respuesta de
anticuerpos (que habitualmente incluye IgG) y/o una respuesta inmunitaria mediada por células.

La molécula de ARN puede codificar para un Unico inmunoégeno polipeptidico o miltiples polipéptidos. Mltiples
inmunogenos pueden presentarse como un Unico inmundégeno polipeptidico (polipéptido de fusién) o como
polipéptidos independientes. Si los inmundgenos se expresan como polipéptidos independientes a partir de un
replicén, entonces uno o mas de los mismos pueden estar dotados de un IRES en el sentido de 5’ o un elemento de
promotor viral adicional.

Alternativamente, pueden expresarse multiples inmundégenos a partir de una poliproteina que codifica para
inmundgenos individuales fusionados a una proteasa autocatalitica corta (por ejemplo, proteina 2A del virus de la
enfermedad de pies y boca) o como inteinas.

A diferencia de las referencias 1y 10, el ARN codifica para un inmunégeno que es un polipéptido de la espicula de
coronavirus. Para evitar cualquier duda, la invencién no abarca ARN que codifica para una luciferasa de luciérnaga o
que codifica para una proteina de fusién de B-galactosidasa de E.coli o que codifica para una proteina verde
fluorescente (GFP). Tales polipéptidos pueden ser Gtiles como marcadores, o incluso en un contexto de terapia génica,
pero la invencién se refiere a la administracién de ARN para provocar un sistema de respuesta inmunoldgica. Por
tanto, el inmundgeno tampoco es una autoproteina que se administra para complementar o sustituir una proteina
huésped defectuosa (como en terapia génica). Ademas, el ARN no es ARN de timo de ratén total.

El polipéptido de la espicula de coronavirus provoca una respuesta inmunitaria contra un coronavirus. El polipéptido
de la espicula de coronavirus incluye, pero no se limita a, los derivados de un coronavirus de SARS, bronquitis
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infecciosa aviar (VBI), virus de la hepatitis del ratén (VHR) y virus de gastroenteritis transmisible porcina (VGET).
Composiciones farmacéuticas

Los liposomas de la invencién son Gtiles como componentes en composiciones farmacéuticas para inmunizar a sujetos
contra diversas enfermedades. Estas composiciones incluirdn normalmente un portador farmacéuticamente aceptable
ademas de los liposomas. En la referencia 29 esta disponible una discusién exhaustiva sobre portadores
farmacéuticamente aceptables.

Una composicion farmacéutica de la invencion puede incluir uno o mas inmunopotenciadores de molécula pequefia.
Por ejemplo, la composicién puede incluir un agonista de TLR2 (por ejemplo, Pam3CSK4), un agonista de TLR4 (por
ejemplo, un fosfato de aminoalquil-glucosaminida, tal como E6020), un agonista de TLR7 (por ejemplo, imiquimod),
un agonista de TLR8 (por ejemplo, resiquimod) y/o un agonista de TLR9 (por ejemplo, IC31). De manera ideal,
cualquiera de tales agonistas tiene un peso molecular de <2000 Da. En algunas realizaciones, tal(es) agonista(s)
también esta(n) encapsulado(s) con el ARN dentro de liposomas, pero, en otras realizaciones, no esta(n)
encapsulado(s).

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir los liposomas en agua pura (por ejemplo, w.f.i.) o en
un tampén, por ejemplo un tampén fosfato, un tampén Tris, un tampdén borato, un tampdn succinato, un tampon
histidina o un tampon citrato. Normalmente se incluiran sales de tampon en el intervalo de 5-20 mM.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden tener un pH de entre 5,0 y 9,5, por ejemplo entre 6,0 y 8,0.

Las composiciones de la invencion también pueden incluir sales de sodio (por ejemplo, cloruro de sodio) para dar
tonicidad. Una concentracion de 10+2 mg/ml de NacCl resulta tipica, por ejemplo de aproximadamente 9 mg/ml.

Las composiciones de la invencién pueden incluir quelantes de iones metalicos. Estos pueden prolongar la estabilidad
de ARN eliminando iones que pueden acelerar la hidrélisis de fosfodiéster. Por tanto, una composicion puede incluir
uno o mas de EDTA, EGTA, BAPTA, acido pentético, etc. Tales quelantes estdn normalmente presentes a entre 10-
500 pM, por ejemplo 0,1 mM. Una sal de citrato, tal como citrato de sodio, también puede actuar como quelante, al
tiempo que también proporciona ventajosamente actividad tamponante.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden tener una osmolalidad de entre 200 mOsm/kg y
400 mOsm/kg, por ejemplo entre 240-360 mOsm/kg o entre 290-310 mOsm/kg.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden incluir uno o mas conservantes, tales como tiomersal o 2-
fenoxietanol. Se prefieren composiciones libres de mercurio y pueden prepararse vacunas libres de conservantes.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion son preferiblemente estériles.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion son preferiblemente no pirogénicas, conteniendo, por ejemplo,
<1 UE (unidad de endotoxina, una medida convencional) por dosis, y preferiblemente <0,1 UE por dosis.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion estan preferiblemente libres de gluten.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden prepararse en una forma de dosis unitaria. En algunas
realizaciones, una dosis unitaria puede tener un volumen de entre 0,1-1,0 ml, por ejemplo de aproximadamente 0,5 ml.

Las composiciones pueden prepararse como productos inyectables, o bien como disoluciones o bien como
suspensiones. La composicion puede prepararse para su administracion pulmonar, por ejemplo mediante un inhalador,
usando una pulverizacion fina. La composicién puede prepararse para su administracion nasal, aural u ocular, por
ejemplo como pulverizacion o colirios. Los productos inyectables para administracion intramuscular resultan tipicos.

Las composiciones comprenden una cantidad inmunolégicamente eficaz de liposomas, asi como cualquier otro
componente, segun se necesite. Por “cantidad inmunolégicamente eficaz” quiere decirse que la administracion de esa
cantidad a un individuo, o bien en una Unica dosis o bien como parte de una serie, es eficaz para el tratamiento o la
prevencioén. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y el estado fisico del individuo que va a tratarse, la edad, el
grupo taxonémico del individuo que va a tratarse (por ejemplo, primate no humano, primate, etc.), la capacidad del
sistema inmunitario del individuo para sintetizar anticuerpos, el grado de proteccion deseado, la formulacion de la
vacuna, la evaluacién del médico encargado sobre la situaciéon médica y otros factores relevantes. Se espera que la
cantidad se encontrara en un intervalo relativamente amplio que puede determinarse mediante ensayos de rutina. El
contenido en liposoma y ARN de las composiciones de la invencion se expresara generalmente en cuanto a la cantidad
de ARN por dosis. Una dosis preferida tiene <100 pg de ARN (por ejemplo, desde 10-100 pg, tal como
aproximadamente 10 pg, 25 pg, 50 pg, 75 pg o 100 pg), pero puede observarse expresion a niveles mucho menores,
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por ejemplo £1 pg/dosis, £100 ng/dosis, <10 ng/dosis, <1 ng/dosis, etc.

La invencion también proporciona un dispositivo de administracion (por ejemplo, jeringa, nebulizador, pulverizador,
inhalador, parche dérmico, etc.) que contiene una composicién farmacéutica de la invencion. Este dispositivo puede
usarse para administrar la composicién a un sujeto vertebrado.

Los liposomas de la invencion no contienen ribosomas.
Usos médicos

En contraste con las particulas dadas a conocer en la referencia 10, los liposomas y las composiciones farmacéuticas
de la invencién son para su uso in vivo para provocar una respuesta inmunitaria contra un inmundégeno de interés.

La invencion también proporciona un liposoma o una composicion farmacéutica de la invencion para su uso en un
método para producir una respuesta inmunitaria en un vertebrado.

Produciendo una respuesta inmunitaria en el vertebrado mediante estos usos y métodos, puede protegerse al
vertebrado contra diversas enfermedades y/o infecciones, por ejemplo contra enfermedades bacterianas y/o virales
tal como se comenté anteriormente. Los liposomas y las composiciones son inmunogénicos y, mas preferiblemente,
son composiciones de vacuna. Las vacunas segun la invencion pueden ser o bien profilacticas (es decir, para prevenir
una infeccion) o bien terapéuticas (es decir, para tratar una infeccion), pero normalmente seran profilacticas.

El vertebrado es preferiblemente un mamifero, tal como un ser humano o un mamifero veterinario grande (por ejemplo,
caballos, ganado, ciervos, cabras, cerdos). Cuando la vacuna es para uso profilactico, el ser humano es
preferiblemente un nifio (por ejemplo, un nifio pequefo o lactante) o un adolescente; cuando la vacuna es para uso
terapéutico, el ser humano es preferiblemente un adolescente o un adulto. Una vacuna destinada para nifios también
puede administrarse a adultos, por ejemplo, para evaluar la seguridad, dosificacién, inmunogenicidad, etc.

Las vacunas preparadas segun la invencién pueden usarse para tratar tanto a nifios como a adultos. Por tanto, un
paciente humano puede tener menos de 1 afio de edad, menos de 5 afios de edad, 1-5 afios de edad, 5-15 afios de
edad, 15-55 afios de edad o al menos 55 afios de edad. Los pacientes preferidos para recibir las vacunas son las
personas ancianas (por ejemplo, 250 afios de edad, =60 afios de edad y preferiblemente 265 afios), las personas
jévenes (por ejemplo, <5 afios de edad), los pacientes hospitalizados, trabajadores sanitarios, personal militar y de las
fuerzas armadas, mujeres embarazadas, los enfermos crénicos o pacientes inmunodeficientes. Sin embargo, las
vacunas no son adecuadas Unicamente para estos grupos y pueden usarse de manera mas general en una poblacion.

Generalmente, las composiciones de la invenciéon se administraran directamente a un paciente. La administracion
directa puede lograrse mediante inyeccién parenteral (por ejemplo, por via subcutanea, intraperitoneal, intravenosa,
intramuscular, intradérmica o en el espacio intersticial de un tejido; a diferencia de la referencia 1, normalmente no se
usa inyeccion intraglosal con la presente invencién). Las vias de administracion alternativas incluyen rectal, oral (por
ejemplo, comprimido, pulverizacion), bucal, sublingual, vaginal, tépica, transdérmica o transcutanea, intranasal, ocular,
aural, pulmonar u otra administracion mucosa. La administracion intradérmica e intramuscular son dos vias preferidas.
La inyeccion puede realizarse mediante una aguja (por ejemplo, una aguja hipodérmica), pero alternativamente puede
usarse una inyeccion sin aguja. Una dosis intramuscular tipica es de 0,5 ml.

La invencion puede usarse para provocar inmunidad sistémica y/o mucosa, preferiblemente para provocar una
inmunidad sistémica y/o mucosa potenciada.

La dosificacién puede realizarse mediante un esquema de una Unica dosis 0 un esquema de mdltiples dosis. Pueden
usarse multiples dosis en un esquema de inmunizacién primaria y/o en un esquema de inmunizacién de refuerzo. En
un esquema de multiples dosis, las diversas dosis pueden administrarse por la misma via o diferentes vias, por ejemplo
una sensibilizacion parenteral y refuerzo mucoso, una sensibilizacion mucosa y refuerzo parenteral, etc. Normalmente
se administraran mdltiples dosis separadas al menos 1 semana (por ejemplo, aproximadamente 2 semanas,
aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 8
semanas, aproximadamente 10 semanas, aproximadamente 12 semanas, aproximadamente 16 semanas, etc.). En
una realizacion, pueden administrarse multiples dosis aproximadamente 6 semanas, 10 semanas y 14 semanas tras
el nacimiento, por ejemplo a la edad de 6 semanas, 10 semanas y 14 semanas, tal como se usa con frecuencia en el
programa ampliado de inmunizacién (“PAI") de la Organizacién Mundial de la Salud. En una realizacion alternativa, se
administran dos dosis primarias separadas aproximadamente dos meses, por ejemplo separadas aproximadamente
7, 8 0 9 semanas, seguidas por una o0 mas dosis de refuerzo aproximadamente de 6 meses a 1 afio tras la segunda
dosis primaria, por ejemplo aproximadamente 6, 8, 10 o 12 meses tras la segunda dosis primaria. En una realizacién
adicional, se administran tres dosis primarias separadas aproximadamente dos meses, por ejemplo separadas
aproximadamente 7, 8 0 9 semanas, seguidas por una o mas dosis de refuerzo aproximadamente de 6 meses a 1 afio
tras la tercera dosis primaria, por ejemplo aproximadamente 6, 8, 10 o 12 meses tras la tercera dosis primaria.
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Formula (X)

Los compuestos de férmula (X) contienen un grupo de cabeza de polimero hidréfilo unido a un resto lipidico. Pueden
describirse como “lipidos furtivos” y tienen la féormula:

A1
[ zﬂn—x1|_1—xr<:
A

2
en la que:

Z es un componente de grupo de cabeza hidréfilo seleccionado de PEG y polimeros basados en polioxazolina,
poli(6xido de etileno), poli(alcohol vinilico), poliglicerol, poli(N-vinilpirrolidona), poli[N-(2-hidroxipropil)metacrilamida] y
poliaminoacidos, en el que el polimero puede ser lineal o ramificado, y en el que el polimero puede estar opcionalmente
sustituido;

en la que Z esta polimerizado por n subunidades;

n es un grado de polimerizacion promedio en nimero de entre 10 y 200 unidades de Z, en el que n se optimiza para
diferentes tipos de polimero;

L1 es un grupo de union de alquileno Ci-10 0 heteroalquileno Ci-10 opcionalmente sustituido que incluye ninguno, uno
o dos de un éter (por ejemplo, -O-), éster (por ejemplo, -C(0O)O-), succinato (por ejemplo, -O(0)C-CH2-CH2-C(0)0O-)),
carbamato (por ejemplo, -OC(O)-NR’-), carbonato (por ejemplo, -OC(O)O-), urea (por ejemplo, -NRC(O)NR’-), amina
(por ejemplo, -NR’-), amida (por ejemplo, -C(O)NR’-), imina (por ejemplo, -C(NR’)-), tioéter (por ejemplo, -S-), xantato
(por ejemplo, -OC(S)S-) y fosfodiéster (por ejemplo, -OP(0)20-),

en el que R’ se selecciona independientemente de -H, -NH-, -NHz, -O-, -S-, un fosfato o un alquileno Ci-10
opcionalmente sustituido;

X1y Xz se seleccionan independientemente de un carbono o un heterodtomo seleccionado de -NH-, -O-, -S- 0 un
fosfato;

A1y Az se seleccionan independientemente de un alquilo Ce-30, alquenilo Ce-30 y alquinilo Ce-30, €n los que A1y Az
pueden ser iguales o diferentes, 0 A1 y Az junto con el &tomo de carbono al que estan unidos forman un esteroide
opcionalmente sustituido.

En una realizacion, el compuesto de férmula (X) tiene la formula (X’)

A,
PEG%X —L,—X

A,
T X)
en la que
PEG es una subunidad de polietilenglicol, en el que el PEG puede ser lineal o ramificado;

n es un grado de polimerizacion promedio en nimero de entre 10 y 200 unidades de PEG, preferiblemente de
aproximadamente 45 unidades;

L1 es un grupo de union de heteroalquileno Ci-10 opcionalmente sustituido que contiene uno o dos de un éter, éster,
succinato, carbamato, carbonato, urea, amina, amida, imina, tioéter, xantato y fosfodiéster;

X1y Xz son oxigeno;

A1y Az se seleccionan independientemente de un alquilo Ce-30, alquenilo Cs-30 y alquinilo Cs-30, €n los que A1y Az
pueden ser iguales o diferentes, o en los que A1y Az junto con el &tomo de carbono al que estan unidos forman un
esteroide opcionalmente sustituido.

Los lipidos de las formulas (X) y (X), cuando se formulan con lipidos cationicos para formar liposomas, pueden
aumentar la duracion de tiempo durante el cual puede existir un liposoma in vivo (por ejemplo, en la sangre). Pueden
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proteger la superficie de una superficie de liposoma y de ese modo reducir la opsonizacion mediante proteinas de la
sangre y captacién mediante macrofagos. Se encuentran detalles adicionales en las referencias 30 y 31. En una
realizacion, el lipido comprende un grupo seleccionado de PEG (algunas veces denominado poli(éxido de etileno)) y
polimeros basados en polioxazolina, poli(alcohol vinilico), poliglicerol, poli(N-vinilpirrolidona), poli[N-(2-
hidroxipropil)metacrilamida] y poliaminoéacidos.

Los lipidos pegilados adecuados para su uso con la invencion incluyen conjugados de polietilenglicol-diacilglicerol o
polietilenglicol-diacilglicamida (PEG-DAG) incluyendo aquellos que comprenden un grupo dialquilglicerol o
dialquilglicamida que tiene una longitud de cadena de alquilo que comprende independientemente desde
aproximadamente C4 hasta aproximadamente C40 atomos de carbono saturados o insaturados. El grupo
dialquilglicerol o dialquilglicamida puede comprender ademas uno o mas grupos alquilo sustituidos. El lipido pegilado
puede seleccionarse de PEG-dilaurilglicerol, PEG-dimiristilglicerol (n.° de catalogo GM-020 de NOF), PEG-
dipalmitoilglicerol, PEG-diesterilglicerol, PEG-dilaurilglicamida, PEG-dimiristilglicamida, PEG-dipalmitoil-glicamida, y
PEG-diesterilglicamida, = PEG-colesterol  (1-[8’-(colest-5-en-3[beta]-oxi)carboxamido-3’,6’-dioxaoctanil]carbamoil-
[omega]-metil-polietilenglicol, PEG-DMB (3,4-ditetradecoxilbencil-lomega]-metil-polietilenglicol éter), 1,2-dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] (n.° de catadlogo 880150P de Avanti Polar Lipids). Otros
lipidos pegilados utiles son S001, S002, S003, S004, S005, S006, SO07, S008, S009, S010, S011 y CS-020SA (NOF);
S010 y S011 se dan a conocer en la referencia 32 en las etiquetas IVa y 1Vc, respectivamente. En la referencia 32, se
usa una sintesis diferente de la notificada en el presente documento para preparar IVay IVc.

Términos quimicos y definiciones
Halo

El término “halégeno” (o “halo”) incluye flaor, cloro, bromo y yodo.

Alquilo, alquileno, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, etc.

”ou "o

Los términos “alquilo”, “alquileno”, “alquenilo” y “alquinilo” se usan en el presente documento para hacer referencia a
formas aciclicas de cadena tanto lineal como ramificada. Los andlogos ciclicos de los mismos se denominan
cicloalquilo, etc.

El término “alquilo” incluye grupos hidrocarbilo aciclicos monovalentes, lineales o ramificados, saturados. En una
realizacién, alquilo es alquilo Ci-10, en otra realizacion alquilo Ci6, en otra realizacion alquilo Ci.4, tal como grupos
metilo, etilo, n-propilo, i-propilo o t-butilo.

El término “cicloalquilo” incluye grupos hidrocarbilo ciclicos monovalentes, saturados. En una realizacién cicloalquilo
es cicloalquilo Cs-10, en otra realizacion cicloalquilo Cs-6 tal como ciclopentilo y ciclohexilo.

El término “alcoxilo” significa alquil-O-.

El término “alquenilo” incluye grupos hidrocarbilo aciclicos monovalentes, lineales o ramificados, insaturados que
tienen al menos un doble enlace carbono-carbono y, en una realizacién, ningun triple enlace carbono-carbono. En una
realizacion alquenilo es alquenilo Cz-10, en otra realizacion alquenilo Cz-s, en otra realizacion alquenilo Cz-a.

El término “cicloalquenilo” incluye grupos hidrocarbilo ciclicos monovalentes, parcialmente insaturados que tienen al
menos un doble enlace carbono-carbono y, en una realizacion, ningun triple enlace carbono-carbono. En una
realizacion cicloalquenilo es cicloalquenilo Cs-10, en otra realizacion cicloalquenilo Cs.10, por ejemplo ciclohexenilo o
benzociclohexilo.

El término “alquinilo” incluye grupos hidrocarbilo aciclicos monovalentes, lineales o ramificados, insaturados que tienen
al menos un triple enlace carbono-carbono y, en una realizacion, ningin doble enlace carbono-carbono. En una
realizacion, alquinilo es alquinilo Cz-10, en otra realizacion alquinilo Cz-, en otra realizacion alquinilo Cz-4.

El término “cicloalquinilo” incluye grupos hidrocarbilo ciclicos monovalentes, parcialmente insaturados que tienen al
menos un triple enlace carbono-carbono y, en una realizaciéon, ninglin doble enlace carbono-carbono. En una
realizacion cicloalquinilo es cicloalquenilo Cs-10, €n otra realizacién cicloalquinilo Cs.1o.

El término “alquileno” incluye grupos hidrocarbilo aciclicos divalentes, lineales o ramificados, saturados. En una
realizacién alquileno es alquileno Ci-10, en otra realizacion alquileno Ci.s, en otra realizacion alquileno Ci.4, tal como
grupos metileno, etileno, n-propileno, i-propileno o t-butileno.

El término “alquenileno” incluye grupos hidrocarbilo aciclicos divalentes, lineales o ramificados, insaturados que tienen
al menos un doble enlace carbono-carbono y, en una realizacién, ningun triple enlace carbono-carbono. En una
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realizacién alquenileno es alquenileno Cz-10, en otra realizacion alquenileno Cz.¢, en otra realizacién alquenileno Cz.4.
El término “alquinileno” incluye grupos hidrocarbilo aciclicos divalentes, lineales o ramificados, insaturados que tienen
al menos un triple enlace carbono-carbono y, en una realizacion, ningin doble enlace carbono-carbono. En una
realizacion alquinileno es alquinileno Cz-10, en otra realizacion alquinileno Cz-s, en otra realizacion alquinileno Ca-a.

Heteroalquilo, etc.

El término “heteroalquilo” incluye grupos alquilo en los que hasta seis atomos de carbono, en una realizacion hasta
cinco atomos de carbono, en otra realizacion hasta cuatro atomos de carbono, en otra realizacion hasta tres atomos
de carbono, en otra realizacion hasta dos atomos de carbono, en otra realizacién un atomo de carbono, estan cada
uno sustituido independientemente por O, S(O)q, N, P(O)r 0 Si (y preferiblemente O, S(O)q 0 N), siempre que quede al
menos uno de los atomos de carbono de alquilo. El grupo heteroalquilo puede estar unido en C o unido en
heteroatomo, es decir, puede estar unido al resto de la molécula a través de un atomo de carbono o a través de O,
S(O)q, N, P(O): 0 Si.

El término “heterocicloalquilo” incluye grupos cicloalquilo en los que hasta seis atomos de carbono, en una realizacion
hasta cinco atomos de carbono, en otra realizacién hasta cuatro atomos de carbono, en otra realizacion hasta tres
atomos de carbono, en otra realizacion hasta dos atomos de carbono, en otra realizacion un &tomo de carbono, estan
cada uno sustituido independientemente por O, S(O)q 0 N, siempre que quede al menos uno de los atomos de carbono
de cicloalquilo. Los ejemplos de grupos heterocicloalquilo incluyen oxiranilo, tiaranilo, aziridinilo, oxetanilo, tiatanilo,
azetidinilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidrotiofenilo, pirrolidinilo, tetrahidropiranilo, tetrahidrotiopiranilo, piperidinilo, 1,4-
dioxanilo, 1,4-oxatianilo, morfolinilo, 1,4-ditianilo, piperazinilo, 1,4-azatianilo, oxepanilo, tiepanilo, azepanilo, 1,4-
dioxepanilo, 1,4-oxatiepanilo, 1,4-oxaazepanilo, 1,4-ditiepanilo, 1,4-tieazepanilo y 1,4-diazepanilo. El grupo
heterocicloalquilo puede estar unido en C o unido en N, es decir, puede estar unido al resto de la molécula a través
de un atomo de carbono o a través de un atomo de nitrégeno.

El término “heteroalquenilo” incluye grupos alquenilo en los que hasta tres atomos de carbono, en una realizacion
hasta dos atomos de carbono, en otra realizacién un atomo de carbono, estan cada uno sustituido independientemente
por O, S(O)q 0 N, siempre que quede al menos uno de los atomos de carbono de alquenilo. El grupo heteroalquenilo
puede estar unido en C o unido en heteroatomo, es decir, puede estar unido al resto de la molécula a través de un
atomo de carbono o a través de O, S(O)q 0 N.

El término “heterocicloalquenilo” incluye grupos cicloalquenilo en los que hasta tres atomos de carbono, en una
realizacién hasta dos atomos de carbono, en otra realizacion un atomo de carbono, estdn cada uno sustituido
independientemente por O, S(O)q 0 N, siempre que quede al menos uno de los atomos de carbono de cicloalquenilo.
Los ejemplos de grupos heterocicloalquenilo incluyen 3,4-dihidro-2H-piranilo, 5-6-dihidro-2H-piranilo, 2H-piranilo,
1,2,3,4-tetrahidropiridinilo y 1,2,5,6-tetrahidropiridinilo. El grupo heterocicloalquenilo puede estar unido en C o unido
en N, es decir, puede estar unido al resto de la molécula a través de un atomo de carbono o a través de un atomo de
nitrégeno.

El término “heteroalquinilo” incluye grupos alquinilo en los que hasta tres &tomos de carbono, en una realizacion hasta
dos atomos de carbono, en otra realizacion un atomo de carbono, estan cada uno sustituido independientemente por
0, S(0)q 0 N, siempre que quede al menos uno de los &tomos de carbono de alquinilo. El grupo heteroalquinilo puede
estar unido en C o unido en heteroatomo, es decir, puede estar unido al resto de la molécula a través de un atomo de
carbono o a través de O, S(O)q 0 N.

El término “heterocicloalquinilo” incluye grupos cicloalquinilo en los que hasta tres atomos de carbono, en una
realizacién hasta dos atomos de carbono, en otra realizacion un atomo de carbono, estdn cada uno sustituido
independientemente por O, S(O)q 0 N, siempre que quede al menos uno de los &tomos de carbono de cicloalquinilo.
El grupo heterocicloalquenilo puede estar unido en C o unido en N, es decir, puede estar unido al resto de la molécula
a través de un atomo de carbono o a través de un atomo de nitrégeno.

El término “heteroalquileno” incluye grupos alquileno en los que hasta tres atomos de carbono, en una realizacion
hasta dos atomos de carbono, en otra realizacién un atomo de carbono, estan cada uno sustituido independientemente
por O, S(O)q 0 N, siempre que quede al menos uno de los atomos de carbono de alquileno.

El término “heteroalquenileno” incluye grupos alquenileno en los que hasta tres atomos de carbono, en una realizacion
hasta dos atomos de carbono, en otra realizacién un &tomo de carbono, estan cada uno sustituido independientemente
por O, S(O)q 0 N, siempre que quede al menos uno de los atomos de carbono de alquenileno.

El término “heteroalquinileno” incluye grupos alquinileno en los que hasta tres atomos de carbono, en una realizacion
hasta dos atomos de carbono, en otra realizacién un atomo de carbono, estan cada uno sustituido independientemente
por O, S(O)q 0 N, siempre que quede al menos uno de los atomos de carbono de alquinileno.
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Arilo

El término “arilo” incluye grupos hidrocarbilo ciclicos, monovalentes, aromaticos, tales como fenilo o naftilo (por
ejemplo, 1-naftilo o 2-naftilo). En general, los grupos arilo pueden ser grupos aromaticos monociclicos o policiclicos
de anillos condensados. Los arilos preferidos son arilo Ce-Cia.

Otros ejemplos de grupos arilo son derivados monovalentes de aceantrileno, acenaftileno, acefenantrileno, antraceno,
azuleno, criseno, coroneno, fluoranteno, fluoreno, as-indaceno, s-indaceno, indeno, naftaleno, ovaleno, perileno,
fenaleno, fenantreno, piceno, pleiadeno, pireno, pirantreno y rubiceno.

El término “arilalquilo” significa alquilo sustituido con un grupo arilo, por ejemplo bencilo.

El término “arileno” incluye grupos hidrocarbilo ciclicos, divalentes, aromaticos, tales como fenileno. En general, los
grupos arileno pueden ser grupos aromaticos monociclicos o policiclicos de anillos condensados. Los arileno
preferidos son arileno Ce-C14. Otros ejemplos de grupos arileno son derivados divalentes de aceantrileno, acenaftileno,
acefenantrileno, antraceno, azuleno, criseno, coroneno, fluoranteno, fluoreno, as-indaceno, s-indaceno, indeno,
naftaleno, ovaleno, perileno, fenaleno, fenantreno, piceno, pleiadeno, pireno, pirantreno y rubiceno.

Heteroarilo

El término “heteroarilo” incluye grupos hidrocarbilo ciclicos monovalentes, heteroaromaticos que contienen
adicionalmente uno o mas heteroatomos independientemente seleccionados de O, S, Ny NRN, en los que RN se define
a continuacion (y en una realizacién es H o alquilo (por ejemplo, alquilo Ci-)).

En general, los grupos heteroarilo pueden ser grupos heteroaromaticos monociclicos o policiclicos (por ejemplo,
biciclicos) de anillos condensados. En una realizacion, los grupos heteroarilo contienen 5-13 miembros de anillo
(preferiblemente 5-10 miembros) y 1, 2, 3 0 4 heteroatomos de anillo independientemente seleccionados de O, S, Ny
NRN. En una realizacién, un grupo heteroarilo puede tener 5, 6, 9 o 10 miembros, por ejemplo monociclico de 5
miembros, monociclico de 6 miembros, biciclico de anillos condensados de 9 miembros o biciclico de anillos
condensados de 10 miembros.

Los grupos heteroaromaticos monociclicos incluyen grupos heteroaromaticos que contienen 5-6 miembros de anillo y
1, 2, 3 0 4 heteroatomos seleccionados de O, S, N o NRN.

En una realizacion, los grupos heteroarilo monociclicos de 5 miembros contienen 1 miembro de anillo que es un grupo
-NRN-, un atomo de -O- o un &tomo de -S- y, opcionalmente, 1-3 miembros de anillo (por ejemplo, 1 0 2 miembros de
anillo) que son atomos de =N- (en los que el resto de los 5 miembros de anillo son &tomos de carbono).

Ejemplos de grupos heteroarilo monociclicos de 5 miembros son pirrolilo, furanilo, tiofenilo, pirazolilo, imidazolilo,
isoxazolilo, oxazolilo, isotiazolilo, tiazolilo, 1,2,3-triazolilo, 1,2,4-triazolilo, 1,2,3-oxadiazolilo, 1,2,4-oxadiazolilo, 1,2,5-
oxadiazolilo, 1,3,4-oxadiazolilo, 1,3,4-tiadiazolilo, piridilo, pirimidinilo, piridazinilo, pirazinilo, 1,3,5-triazinilo, 1,2,4-
triazinilo, 1,2,3-triazinilo y tetrazolilo.

Ejemplos de grupos heteroarilo monociclicos de 6 miembros son piridinilo, piridazinilo, pirimidinilo y pirazinilo.

En una realizacion, los grupos heteroarilo monociclicos de 6 miembros contienen 1 o 2 miembros de anillo que son
atomos de =N- (en los que el resto de los 6 miembros de anillo son atomos de carbono).

Los grupos heteroaromaticos biciclicos incluyen grupos heteroaromaticos de anillos condensados que contienen 9-13
miembros de anilloy 1, 2, 3, 4 0 méas heteroatomos seleccionados de O, S, N o NRN.

En una realizacion, los grupos heteroarilo biciclicos de 9 miembros contienen 1 miembro de anillo que es un
grupo -NRN-, un atomo de -O- o un atomo de -S- y, opcionalmente, 1-3 miembros de anillo (por ejemplo, 1 0 2 miembros
de anillo) que son atomos de =N- (en los que el resto de los 9 miembros de anillo son &tomos de carbono).

Ejemplos de grupos heteroarilo biciclicos de anillos condensados de 9 miembros son benzofuranilo, benzotiofenilo,
indolilo, bencimidazolilo, indazolilo, benzotriazolilo, pirrolo[2,3-b]piridinilo, pirrolo[2,3-c]piridinilo, pirrolo[3,2-c]piridinilo,
pirrolo[3,2-b]piridinilo, imidazo[4,5-b]piridinilo, imidazo[4,5-c]piridinilo, pirazolo[4,3-d]piridinilo, pirazolo[4,3-c]piridinilo,
pirazolo[3,4-c]piridinilo, pirazolo[3,4-b]piridinilo, isoindolilo, indazolilo, purinilo, indolininilo, imidazo[1,2-a]piridinilo,
imidazo[1,5-a]piridinilo, pirazolo[1,2-a]piridinilo, pirrolo[1,2-b]piridazinilo y imidazo[1,2-c]pirimidinilo.

En una realizacion, los grupos heteroarilo biciclicos de 10 miembros contienen 1-3 miembros de anillo que son atomos
de =N- (en los que el resto de los 10 miembros de anillo son atomos de carbono).
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Ejemplos de grupos heteroarilo biciclicos de anillos condensados de 10 miembros son quinolinilo, isoquinolinilo,
cinolinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, ftalazinilo, 1,6-naftiridinilo, 1,7-naftiridinilo, 1,8-naftiridinilo, 1,5-naftiridinilo, 2,6-
naftiridinilo, 2,7-naftiridinilo, pirido[3,2-d]pirimidinilo, pirido[4,3-d]pirimidinilo, pirido[3,4-d]pirimidinilo, pirido[2,3-
d]pirimidinilo, pirido[2,3-b]pirazinilo, pirido[3,4-b]pirazinilo, pirimido[5,4-d]pirimidinilo, pirazino[2,3-b]pirazinilo y
pirimido[4,5-d]pirimidinilo.

El término “heteroarilalquilo” significa alquilo sustituido con un grupo heteroarilo.

El término “heteroarileno” incluye grupos hidrocarbilo ciclicos, heteroaromaticos, divalentes que contienen
adicionalmente uno o mas heteroatomos independientemente seleccionados de O, S, Ny NRN, en los que RN se define
a continuacioén (y en una realizacién es H o alquilo (por ejemplo, alquilo Ci-6)). En general, los grupos heteroarileno
pueden ser grupos heteroaromaticos monociclicos o policiclicos (por ejemplo, biciclicos) de anillos condensados. En
una realizacion, los grupos heteroarileno contienen 5-13 miembros de anillo (preferiblemente 5-10 miembros) y 1, 2, 3
0 4 ring heteroatomos independientemente seleccionados de O, S, Ny NRN. En una realizacién, un grupo heteroarileno
puede tener 5, 6, 9 0 10 miembros, por ejemplo monociclico de 5 miembros, monociclico de 6 miembros, biciclico de
anillos condensados de 9 miembros o biciclico de anillos condensados de 10 miembros. El término “heteroarileno”
incluye derivados divalentes de cada uno de los grupos heteroarilo comentados anteriormente.

Los términos “arilo”, “aromatico”, “heteroarilo” y “heteroaromatico” también incluyen grupos que estan parcialmente
reducidos. Por tanto, por ejemplo, “heteroarilo” incluye especies condensadas en las que uno de los anillos se ha
reducido para dar un anillo saturado (por ejemplo, 1,2,3,4-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-ilo).

General
A menos que se indique explicitamente lo contrario, cuando se hace referencia a combinaciones de grupos en el
presente documento como un resto, por ejemplo arilalquilo, el ltimo grupo mencionado contiene el atomo por el que

el resto se une al resto de la molécula.

Cuando se hace referencia a que un atomo de carbono de un grupo alquilo u otro grupo esta sustituido por O, S(O)q,
N o P(O)r, lo que quiere decirse es que:

E—C—E
E
se sustituye por
Or
E—N—©t E—p —E
E 0 E

(en los que E no puede ser H);

-CH= se sustituye por -N= 0 -P(O);=;

=C-H se sustituye por =N o =P(O); o

-CHz- se sustituye por -O-, -S(O)q-, -NRN- 0 -P(O):RN-, en los que RN es H o alquilo C1.6, heteroalquilo Ci.s, cicloalquilo
Cs-6, heterocicloalquilo Cs-s, alquenilo Cz-6, heteroalquenilo Cz-s, cicloalquenilo Cs-s, heterocicloalquenilo Cs-s, fenilo o
heteroarilo que contiene 5 0 6 miembros de anillo opcionalmente sustituidos. RN es preferiblemente H, alquilo C16 0
cicloalquilo Czs.

g es independientemente 0, 1 o0 2. En una realizacién, q es 0.

r es independientemente 0 o 1. En una realizacion, r es 0.

Cuando se hace referencia a que un atomo de carbono esta sustituido por Si, lo que quiere decirse es que el atomo
14
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de carbono se intercambia por un atomo de silicio, pero que los enlaces permanecen por lo demas iguales. Por tanto,
por ejemplo, -CHz- se sustituye por -SiHz-; -CH= se sustituye por -SiH=; y =C-H se sustituye por =Si-H.

A modo de aclaracion clarificacién, con respecto a los grupos que contienen heterodtomo anteriormente mencionados
(tales como heteroalquilo, etc.), cuando se facilita un nimero de atomos de carbono, por ejemplo heteroalquilo Cz-s, lo
que quiere decirse es un grupo basado en alquilo Cs-6 en el que uno o més de los 3-6 &tomos de carbono de la de
cadena estan sustituidos por O, S(O)q 0 N. Por consiguiente, un grupo heteroalquilo Cs.s contendrd, por ejemplo,
menos de 3-6 atomos de carbono de la cadena. Como otro, un grupo piridilo se clasificara como un grupo heteroarilo
Cs aunque contiene 5 atomos de carbono.

Sustitucion

Los grupos de los compuestos de la invencion (por ejemplo, grupos alquilo, cicloalquilo, alcoxilo, alquenilo,
cicloalquenilo, alquinilo, alquileno, alquenileno, heteroalquilo, heterocicloalquilo, heteroalquenilo, heterocicloalquenilo,
heteroalquinilo, heteroalquileno, heteroalquenilenarilo, arilalquilo, arilheteroalquilo, heteroarilo, heteroarilalquilo o
heteroarilheteroalquilo, etc.) pueden estar sustituidos o0 no sustituidos, en una realizacién no sustituidos. Normalmente,
la sustitucién implica el remplazo tedrico de un atomo de hidrégeno por un grupo sustituyente, o dos atomos de
hidrégeno en el caso de sustitucion por =O.

Cuando estan sustituidos, habra generalmente de 1 a 5 sustituyentes en cada grupo, en una realizacién de 1 a
3 sustituyentes, en una realizacion 1 o 2 sustituyentes, en una realizacion 1 sustituyente. Una realizacion incluye mas
de un sustituyente en el mismo atomo, por ejemplo un grupo acetal.

En una realizacion, el/los sustituyente(s) es/son independientemente Sub! o Sub? (en una realizacién Sub?) en los
que:

Sub! es independientemente halégeno, trihalometilo, trihaloetilo, -NO2, -CN, -N*(R®$)2.0°, -CO2H, -CO2RS, -
SOzH, -SORS, -SO2RS, -SO3RS, -OC(=O)ORS, -C(=O)H, -C(=O)RS, -OC(=O)RS, =0, -NRS;, -C(=O)NH, -
C(=O)NRSz, -N(RS)C(=0)ORS, -N(RS)C(=O)NRS2, -OC(=O)NRS2, -N(RS)C(=O)RS, -C(=S)NRSz, -NRSC(=S)RS, -
SO2NRSz, -NR®SO2RS, -N(R%)C(=S)NRS2, -N(RS)SO2NR®, -RS 0 -Z°RS, en los que;

ZS es independientemente O, S o NRS;

RS es independientemente H o alquilo C1.6, heteroalquilo Ci.s, -(Alk®)+-cicloalquilo Cs.s, -(Alk¥)-heterocicloalquilo Ca-
6, alquenilo C2, heteroalguenilo Ca, -(Alk?)s-cicloalquenilo Cas.s, -(Alk3)+-heterocicloalquenilo Cs.s, alquinilo Czs,
heteroalquinilo Cz-6, -(Alk?)s-arilo Ce-14, -(Alk®)-arilo Ce-14 0 -(Alk?)-heteroarilo (en el que el heteroarilo contiene 5-
13 miembros de anillo), en los que

fesOo1;
Alk? es alquileno Ci-6 0 heteroalquileno Ci6; y
RS esta a su vez opcionalmente sustituido (en una realizacion no sustituido) con de 1 a 3 sustituyentes Sub?;

Sub? es independientemente halégeno, trinalometilo, trihaloetilo, -NO2, -CN, -N*(alquil C1.)20-, -CO2H, -CO2-alquilo
C1-6, -SO3H, -SO-alquilo Ci-6, -SO2-alquilo C1-6, -SOz-alquilo Ci-s, -OC(=0)0O-alquilo C1-6, -C(=O)H, -C(=0)-alquilo Ci-
6, -OC(=0)-alquilo Cis, =0, -N(alquil Ci-6)2, -C(=O)NHz, -C(=O)N(alquil Ci-6)2, -N(alquil Ci.6)C(=0)O(alquil Ci-
6), -N(alquil C1.6)C(=O)N(alquil Ci-)2, -OC(=O)N(alquil Ci-6)2, -N(alquil Ci1-6)C(=0)-alquilo Ci-s, -C(=S)N(alquil Ci-
6)2, -N(alquil C1-6)C(=S)-alquilo C1-6, -SO2N(alquil C1-6)2, -N(alquil C1-6)SO2-alquilo C1-s, -N(alquil C1-6)C(=S)N(alquil C1-
6)2, -N(alquil C1-6)SO2N(alquil Ci-6)2, -alquilo Ci-s, -heteroalquilo Cis, -cicloalquilo Cs-, -heterocicloalquilo Cs.s, -
alguenilo Cz-s, -heteroalquenilo Cz-s, -cicloalquenilo Cs-s, -heterocicloalquenilo Cs-s, -alquinilo Cz.6, -heteroalquinilo Co-
6, -arilo Ce.14, -heteroarilo Cs.13, -Z-alquilo Ci, -Z'-cicloalquilo Css, -Z'-alquenilo C26, -Z'-cicloalquenilo Cs.s 0 -Z-
alquinilo Cz-6; y

Z' es independientemente O, S, NH o N(alquil C1.).

Aunque RS en Sub! puede estar opcionalmente sustituido con de 1 a 3 sustituyentes Sub?, Sub? no esta sustituido.
Sin embargo, en una realizacion, RS no esta sustituido.

En una realizacion, RS es H o alquilo C1.6, opcionalmente sustituido con de 1 a 3 sustituyentes Sub?.

En una realizacién, Sub? es independientemente halégeno, trinalometilo, trihaloetilo, -NO2, -CN, -N*(alquil C1.6)20
, -CO2H, -SOszH, -SO-alquilo Cis, -SOz-alquilo Cis, -C(=O)H, -C(=O)alquilo Cis, =O, -N(alquil Ci)2, -
C(=0O)NHz, -alquilo Cu.s, -cicloalquilo Cs-s, -heterocicloalquilo Cs.s, -Z!-alquilo C1.6 0 - Z*-cicloalquilo Cz-s.
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En una realizacién, cuando el grupo sustituido es aciclico (por ejemplo, alquilo, heteroalquilo, alquenilo, etc.), Sub?! no
es -RS y Sub? no es -alquilo Cis, -heteroalquilo Cis, -alquenilo Czs, -heteroalquenilo Caz., -alquinilo Cas
o -heteroalquinilo Cz-6.

Cuando un grupo distinto de Sub? tiene al menos 2 posiciones que pueden estar sustituidas, el grupo puede estar
sustituido con ambos extremos de una cadena de alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno,
heteroalquenileno o heteroalquinileno (en una realizacién, que contiene de 1 a 6 atomos, en una realizacion adicional
de 3 a 6 atomos, y en una realizacion adicional 3 o 4 atomos) para formar un resto ciclico. Esa cadena esta
opcionalmente sustituida con de 1 a 3 sustituyentes Sub?. En una realizacion, esa cadena no esta sustituida. Por tanto,
los términos  “cicloalquilo”,  “cicloalquenilo”,  “cicloalquinilo”,  “heterocicloalquilo”,  “heterocicloalquenilo”,
“heterocicloalquinilo”, “arilo” y “heteroarilo” opcionalmente sustituidos incluyen especies condensadas. Por ejemplo,
“cicloalquilo opcionalmente sustituido” incluye una especie en la que dos anillos de cicloalquilo estan condensados, y
“heteroarilo opcionalmente sustituido” incluye una especie en la que un anillo de heterocicloalquilo esta condensado
al anillo aromatico (por ejemplo, 5,6,7,8-tetrahidro-1,8-naftiridin-2-ilo).

Cuando un grupo distinto de Sub? tiene un atomo que puede estar sustituido dos veces, ese atomo puede estar
sustituido con ambos extremos de una cadena de alquileno, alquenileno, alquinileno, heteroalquileno,
heteroalquenileno o heteroalquinileno (en una realizacién, que contiene de 2 a 8 &tomos, en una realizacion adicional
de 3 a 6 atomos, y en una realizacion adicional 4 o 5 atomos) para formar un resto ciclico. Esa cadena esta
opcionalmente sustituida con de 1 a 3 sustituyentes Sub?. En una realizacion, esa cadena no esta sustituida. Por tanto,
los términos  “cicloalquilo”,  “cicloalquenilo”,  “cicloalquinilo”,  “heterocicloalquilo”,  “heterocicloalquenilo”,

”ow

“heterocicloalquinilo”, “arilo” y “heteroarilo” opcionalmente sustituidos incluyen especies espiro.

A modo de aclaracion, cuando un grupo tiene un heteroatomo, un sustituyente puede estar unido al heteroatomo. Por
tanto, por ejemplo, “heteroalquilo opcionalmente sustituido” incluye -CH2-N(Sub?!)-CHz-, -CH(Sub')-NH-CH-
y -CH(Sub?)-N(Sub?)-CH:-, etc.

Términos modificadores

Cuando una lista va seguida por un modificador, se pretende que se entienda que el modificador se aplica a cada uno
de los elementos en la lista. Por ejemplo, la expresion “grupo heterocicloalquilo Cs-20, heterocicloalquenilo Cs-2o,
heterocicloalquinilo Cs-20 0 heteroarilo Cs.20 opcionalmente sustituido” significa que cada uno de los cuatro elementos
en la lista, concretamente el grupo heterocicloalquilo Cs20, el grupo heterocicloalquenilo Cs-20, el grupo
heterocicloalquinilo Cs-20 y el grupo heteroarilo Ce-20, puede estar opcionalmente sustituido.

Cuando un grupo se caracteriza por un primer modificador y después, mas adelante, el mismo grupo se caracteriza
por un modificador posterior, lo que se pretende es que el grupo se caracterice por ambos modificadores
simultaneamente. Por ejemplo, si se describe que un grupo es un grupo “heterocicloalquinilo Cs.20” (primer modificador)
y después se describe que el mismo grupo es un grupo “Cs.16” (modificador posterior), o que quiere decirse es un
grupo heterocicloalquinilo Cs.1s.

Esteroides

Tal como se usa en el presente documento, el término “esteroide” se refiere a cualquier grupo que comprende la
siguiente estructura (estructura que se denomina en el presente documento “esqueleto de esteroide”).

Meramente con fines de ilustracién, el esqueleto de esteroide se ha dibujado anteriormente como completamente
saturado. Sin embargo, también se pretende que el término esteroide cubra casos en los que hay insaturacion en el
esqueleto de esteroide. Por ejemplo, el término esteroide cubre un grupo que comprende el esqueleto basico
completamente insaturado (mancude), 15H-ciclopenta[a]fenantreno:
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El término esteroide también cubre un grupo que comprende un esqueleto de esteroide parcialmente insaturado.

El término esteroide también cubre derivados “seco” del esqueleto de esteroide, es decir grupos en los que se ha
realizado escision de anillo; derivados “nor” y “homo” del esqueleto de esteroide que implican contraccién y expansion
de anillo, respectivamente (véase Systemic Nomenclature of Organic Chemistry, de D. Hellwinkel, publicado por
Springer, 2001, ISBN: 3-540-41138-0, pagina 203 para “seco” y pagina 204 para “nor” y “homo”). Sin embargo, en una
realizacién, tales derivados seco no estan abarcados por el término “esteroide”. En otra realizacion, tales derivados
nor no estan abarcados por el término “esteroide”. En otra realizacion, tales derivados homo no estan abarcados por
el término “esteroide”. Por tanto, en una realizacién, tales derivados seco, nor y homo no estan abarcados por el
término “esteroide”.

El término esteroide también cubre casos en los que uno 0 mas de los atomos de carbono en la estructura denominada
esqueleto de esteroide estan sustituidos por un heteroatomo. En una realizacion de este tipo, hasta seis atomos de
carbono, en una realizaciéon hasta cinco a&tomos de carbono, en otra realizaciéon hasta cuatro atomos de carbono, en
otra realizacion hasta tres atomos de carbono, en otra realizacion hasta dos 4tomos de carbono, en otra realizacion
un atomo de carbono, estan cada uno sustituido independientemente por O, S(O)q, N, P(O)r 0 Si (y preferiblemente O,
S(0)q 0 N). Sin embargo, en una realizacion, el término “esteroide” comprende especies en las que el “esqueleto
basico de esteroide” no contiene ningln heteroatomo.

Un sistema de anillos de esteroide se numera segun el convenio expuesto a continuacion.

Mo _H_GH

e\ - 223 26

Mo o “CH, Me
loa 25/

H CH—CH

w | \

G gyt

29

El término esteroide abarca esteroles, hormonas esteroideas, acidos biliares y sales de acidos biliares. Un esterol es
cualquier esteroide con un grupo hidroxilo en la posicion 3 del anillo A.

Insaturacion

Segun el uso convencional, la posicion omega-3 se refiere al tercer enlace desde el extremo terminal (metilo) de la
cadena; la posicion omega-6 se refiere al sexto enlace desde el extremo terminal (metilo) de la cadena y la posicién
omega-9 se refiere al noveno enlace desde el extremo terminal (metilo) de la cadena.

General

La préactica de la presente invenciéon empleard, a menos que se indique lo contrario, métodos convencionales de
guimica, bioquimica, biologia molecular, inmunologia y farmacologia, dentro de la experiencia de la técnica. Tales

técnicas se explican completamente en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, las referencias 33-39, etc.

El término “que comprende” abarca “que incluye” asi como “que consiste”, por ejemplo una composicion “que
comprende” X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo X + Y.

El término “aproximadamente” con respecto a un valor numeérico x es opcional y significa, por ejemplo, x+10%.

El término “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo una composicion que esta “sustancialmente
libre” de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, el término “sustancialmente” puede omitirse
de la definicion de la invencion.

Se entiende que las referencias a carga, a cationes, a aniones, a zwitteriones, etc., son a pH 7.
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TLR3 es el receptor de tipo Toll 3. Es un Unico receptor que se extiende por la membrana que desempefia un papel
clave en el sistema inmunitario innato. Los agonistas de TLR3 conocidos incluyen poli(l:C). “TLR3” es el hombre de
HGNC aprobado para el gen que codifica para este receptor, y su ID de HGNC Unico es HGNC: 11849. La secuencia
de RefSeq para el gen de TLR3 humano es G1:2459625.

TLRY7 es el receptor de tipo Toll 7. Es un Unico receptor que se extiende por la membrana que desempefia un papel
clave en el sistema inmunitario innato. Los agonistas de TLR7 conocidos incluyen, por ejemplo, imiquimod. “TLR7” es
el nombre de HGNC aprobado para el gen que codifica para este receptor, y su ID de HGNC Unico es HGNC: 15631.
La secuencia de RefSeq para el gen de TLR7 humano es G1:67944638.

TLR8 es el receptor de tipo Toll 8. Es un Unico receptor que se extiende por la membrana que desempefia un papel
clave en el sistema inmunitario innato. Los agonistas de TLR8 conocidos incluyen, por ejemplo, resiquimod. “TLR8”
es el nombre de HGNC aprobado para el gen que codifica para este receptor, y su ID de HGNC unico es HGNC:
15632. La secuencia de RefSeq para el gen de TLR8 humano es GI:20302165.

La familia de receptor de tipo RIG-I (“RLR”) incluye diversas ARN helicasas que desempefian papeles clave en el
sistema inmunitario innato [40]. RLR-1 (también conocido como RIG-I o gen inducible por acido retinoico 1) tiene dos
dominios de reclutamiento de caspasa cerca de su extremo N-terminal. El nombre de HGNC aprobado para el gen
gue codifica para la RLR-1 helicasa es “DDX58" (por polipéptido 58 de caja DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp)) y el ID de HGNC
Unico es HGNC:19102. La secuencia de RefSeq para el gen de RLR-1 humano es Gl:77732514. RLR-2 (también
conocido como MDAGS o gen asociado con diferenciacion de melanoma 5) también tiene dos dominios de reclutamiento
de caspasa cerca de su extremo N-terminal. El nombre de HGNC aprobado para el gen que codifica para la RLR-2
helicasa es “IFIH1” (por interferén inducido con dominio de helicasa C 1) y el ID de HGNC unico es HGNC:18873. La
secuencia de RefSeq para el gen de RLR-2 humano es Gl: 27886567. RLR-3 (también conocido como LGP2 o
laboratorio de genética y fisiologia 2) no tiene ningin dominio de reclutamiento de caspasa. El nombre de HGNC
aprobado para el genoma que codifica para la RLR-3 helicasa es “DHX58" (por polipéptido 58 de caja DEXH (Asp-
Glu-X-His)) y el ID de HGNC Unico es HGNC:29517. La secuencia de RefSeq para el gen de RLR-3 humano es GlI:
149408121.

PKR es una proteina cinasa dependiente de ARN bicatenario. Desempefia un papel clave en el sistema inmunitario
innato. “EIF2AK2" (por factor de iniciacion de traduccién eucariota 2-alfa cinasa 2) es el nombre de HGNC aprobado
para el gen que codifica para esta enzima, y su ID de HGNC unico es HGNC:9437. La secuencia de RefSeq para el
gen de PKR humano es GI:208431825.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra un gel con ARN tefiido. Los carriles muestran (1) marcadores, (2) replicon desnudo, (3) replicon
tras tratamiento con ARNasa, (4) replicon encapsulado en liposoma, (5) liposoma tras tratamiento con ARNasa, (6)
liposoma tratado con ARNasa y después sometido a extraccion con fenol/cloroformo.

La figura 2 es una micrografia electrénica de liposomas.

La figura 3 muestra la expresién de proteina (como unidades de luz relativas, ULR) en los dias 1, 3 y 6 tras la
administracion de ARN en liposomas con PEG de diferentes longitudes: 1 kDa (triangulos); 2 kDa (circulos); 3 kDa
(cuadrados).

La figura 4 muestra un gel con ARN tefiido. Los carriles muestran (1) marcadores, (2) replicon desnudo, (3) replicon
encapsulado en liposoma, (4) liposoma tratados con ARNasa y después sometidos a extraccion con fenol/cloroformo.

La figura 5 muestra la expresion de proteina en los dias 1, 3 y 6 tras la administracion de ARN como replicon
empaquetado en viridn (cuadrados), como ARN desnudo (rombos) o en liposomas (+ = 0,1 ug, x = 1 ug).

La figura 6 muestra la expresion de proteina en los dias 1, 3 y 6 tras la administracion de cuatro dosis diferentes de
ARN encapsulado en liposoma.

La figura 7 muestra titulos de IgG anti-F en animales que reciben replicén empaquetado en virion (VRP o VSRP), 1 ug
de ARN desnudo y 1 pg de ARN encapsulado en liposoma.

La figura 8 muestra titulos de IgG anti-F en animales que reciben VRP, 1 ug de ARN desnudo y 0,1 g 0 1 ug de ARN
encapsulado en liposoma.

La figura 9 muestra titulos de anticuerpos neutralizantes en animales que reciben VRP u o bien 0,1 g o bien 1 pg de
ARN encapsulado en liposoma.
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La figura 10 muestra niveles de expresién tras la administracion de un replicon como ARN desnudo (circulos), ARN
encapsulado en liposoma (triangulo y cuadrado) o como lipoplejo (triangulo invertido).

La figura 11 muestra titulos de 1gG especifica de F (2 semanas tras la segunda dosis) tras la administracion de un
replicén como ARN desnudo (0,01-1 pg), ARN encapsulado en liposoma (0,01-10 pg) o empaguetado como un virién
(VRP, 108 unidades infecciosas o Ul).

La figura 12 muestra titulos de 1gG especifica de F (circulos) y titulos de PRNT (cuadrados) tras la administracion de
un replicén como ARN desnudo (1 ug), ARN encapsulado en liposoma (0,1 o 1 pug) o empaquetado como un virién
(VRP, 108 Ul). También se muestran los titulos en ratones no sometidos a tratamiento. Las lineas continuas muestran
las medias geométricas.

La figura 13 muestra la produccién de citocinas intracelulares tras la reestimulacion con péptidos sintéticos que
representan los epitopos principales para la proteina F, 4 semanas tras una segunda dosis. El eje de las y muestra el
% positivos para citocina de CD8+CD4-.

La figura 14 muestra la estructura del lipido “RV05".

La figura 15 muestra titulos de 1gG especifica de F (media de logio de titulos + desv. est.) a lo largo de 210 dias tras
la inmunizacion de terneros. Las tres lineas se distinguen facilmente en el dia 63 y, desde abajo hacia arriba, son:
control negativo de PBS; ARN administrado con liposoma; y el producto “Triangle 4”.

La figura 16 muestra las estructuras de tres lipidos de DMG conjugada con PEG (1-3 kDa).

Las figuras 17A a 17E muestran las estructuras de diversos lipidos conjugados con PEG, en los que R es PEG de una
longitud deseada.

La figura 18 muestra la estructura de un lipido conjugado con PEG “dividido” Gtil. El recuadro muestra el MW total de
PEG en el lipido (que, en el ejemplo especifico a continuacion, era de 2000).

Ejemplos de referencia
Replicones de ARN

A continuacion se usan diversos replicones. En general, se basan en un genoma de alfavirus hibrido con proteinas no
estructurales de virus de la encefalitis equina de Venezuela (VEEV), una sefial de empaquetamiento de VEEV y una
3’-UTR de virus Sindbis o un mutante de VEEV. El replicon tiene aproximadamente 10 kb de longitud y tiene una cola
de poli-A.

ADN de plasmido que codifica para replicones de alfavirus (denominados: pT7-mVEEV-FL.RSVF o A317; pT7-
mVEEV-SEAP o A306; pSP6-VCR-GFP o A50) sirvi6 como molde para la sintesis de ARN in vitro. Los replicones
contienen los elementos genéticos de alfavirus requeridos para la replicacién de ARN, pero carecen de los que
codifican para productos génicos necesarios para el ensamblaje de particulas; en vez de eso, las proteinas
estructurales estan sustituidas por una proteina de interés (o bien un indicador, tal como SEAP o GFP, o bien un
inmunogeno, tal como proteina F de VSR de longitud completa) y, por tanto, los replicones no pueden inducir la
generacion de particulas infecciosas. Un promotor de bacteriéfago (T7 o SP6) en el sentido de 5’ del ADNc de alfavirus
facilita la sintesis del ARN de replicon in vitro y una ribozima de virus de la hepatitis delta (VHD) inmediatamente en el
sentido de 3’ de la cola de poli(A) genera el extremo 3’ correcto mediante su actividad de autoescision.

Tras la linealizacion del ADN de plasmido en el sentido de 3' de la ribozima de VHD con una endonucleasa de
restriccion adecuada, se sintetizaron transcritos de tipo run-off in vitro usando ARN polimerasa dependiente de ADN
derivada de bacteriéfago T7 o SP6. Se realizaron transcripciones durante 2 horas a 37°C en presencia de 7,5 mM
(ARN polimerasa de T7) o 5 mM (ARN polimerasa de SP6) de cada uno de los trifosfatos de nucleésido (ATP, CTP,
GTP y UTP) siguiendo las instrucciones proporcionadas por el fabricante (Ambion). Tras la transcripcion, se digiri6 el
ADN de molde con ADNasa TURBO (Ambion). Se precipité el ARN de replicén con LiCl y se reconstituyé en agua libre
de nucleasa. Se afiadié una caperuza a ARN sin caperuza tras la transcripcion con enzima de adicion de caperuza de
vaccinia (VCE) usando el sistema de adicion de caperuza ScriptCap m7G (Epicentre Biotechnologies) tal como se
expone en el manual del usuario; a los replicones con caperuza afiadida de esta manera se les proporciona el prefijo
“v", por ejemplo vA317 es el replicon A317 con caperuza afadida mediante VCE. Se precipit6 ARN con caperuza
afnadida tras la transcripcion con LiCl y se reconstituyé en agua libre de nucleasa. Se determiné la concentracion de
las muestras de ARN midiendo la DO2s0 nm. Se confirmé la integridad de los transcritos in vitro mediante electroforesis
en gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes.
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Encapsulacion liposomal

Se encapsulé ARN en liposomas realizados esencialmente mediante el método de las referencias 7 y 41. Los
liposomas estaban compuestos por el 10% de DSPC (zwitteriénico), el 40% de DIinDMA (cati6nico), el 48% de
colesterol y el 2% de DMG conjugada con PEG. Estas proporciones se refieren al % en moles en el liposoma total.

Se sintetizdé DIinDMA (1,2-dilinoleiloxi-N,N-dimetil-3-aminopropano) usando el procedimiento de la referencia 2. Se
adquiri6 DSPC (1,2-diastearoil-sn-glicero-3-fosfocolina) de Genzyme. Se obtuvo colesterol de Sigma-Aldrich. DMG
conjugada con PEG (1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol), sal de amonio), DOTAP
(1,2-dioleocil-3-trimetilamonio-propano, sal de cloruro) y DC-chol (clorhidrato de 3B-[N-(N’,N’-dimetilaminoetano)-
carbamoil]colesterol) eran de Avanti Polar Lipids.

En resumen, se disolvieron los lipidos en etanol (2 ml), se disolvié un replicén de ARN en tampén (2 ml, citrato de
sodio 100 mM, pH 6) y se mezclaron con 2 ml de tampdn seguido por 1 hora de equilibracién. Se diluyé la mezcla con
6 ml de tampdn y después se filtré. El producto resultante contenia liposomas, con una eficiencia de encapsulacién de
~95%. La figura 2 muestra una micrografia electrénica de ejemplo de liposomas preparados mediante estos métodos.
Estos liposomas contienen ARN encapsulado que codifica para antigeno F de VSR de longitud completa. La dispersion
de luz dinamica de un lote mostr6 un didmetro promedio de 141 nm (por intensidad) o 78 nm (en numero).

En un método de encapsulacion particular, se prepararon disoluciones madre de lipido recientes en etanol. Se pesaron
37 mg de DIinDMA, 11,8 mg de DSPC, 27,8 mg de colesterol y 8,07 mg de DMG conjugada con PEG y se disolvieron
en 7,55 ml de etanol. Se usaron cinco PEG conjugados diferentes: PEG-500, PEG-750, PEG-1000, PEG-2000 o PEG-
3000. Se balanceé suavemente la disolucién madre de lipido recién preparada a 37°C durante aproximadamente 15
min para formar una mezcla homogénea. Después, se afiadieron 226,7 pl de la disoluciéon madre a 1,773 ml de etanol
para preparar una disolucién madre de lipido de trabajo de 2 ml. También se prepararon 2 ml de disolucion de trabajo
de ARN a partir de una disolucion madre de ~ 1 pg/ul en tampén citrato 100 mM (pH 6). Se aclararon tres viales de
vidrio de 20 ml (con barras de agitacién) con disolucién de RNase Away y se lavaron con una gran cantidad de agua
MilliQ antes de su uso para descontaminar los viales con respecto a ARNasas. Se usé uno de los viales para la
disolucién de trabajo de ARN y los otros para recoger las mezclas de lipido y de ARN (tal como se describe a
continuacion). Se calentaron las disoluciones de trabajo de lipido y de ARN a 37°C durante 10 min antes de cargarse
en jeringas de tipo Luer-lock de 3 cc. Se cargaron 2 ml de tamp6n citrato (pH 6) en otra jeringa de 3 cc. Se conectaron
las jeringas que contenian ARN vy los lipidos a una mezcladora en T (PEEK™, DI de union de 500 pum) usando tubos
de FEP (etileno-propileno fluorado; todos los tubos de FEP usados tenian un diametro interno de 2 mm y un diametro
externo de 3 mm; obtenidos de Idex Health Science). La salida de la mezcladora en T también tenia tubos de FEP. Se
conecto la tercera jeringa que contenia el tampén citrato a un fragmento independiente de tubo. Después se accionaron
todas las jeringas a una velocidad de flujo de 7 ml/min usando una bomba de jeringa. Se posicionaron las salidas de
tubos para recoger las mezclas en un vial de vidrio de 20 ml (con agitacion). Se extrajo la barra de agitacion y se dejé
equilibrar la disolucion de etanol/acuosa hasta temperatura ambiente durante 1 hora. Después, se cargd la mezcla en
una jeringa de 5 cc, que estaba ajustada a un fragmento de tubo de FEP y en otra jeringa de 5 cc con igual longitud
de tubo de FEP, se carg6 un volumen igual de tampon citrato 100 mM (pH 6). Se accionaron las dos jeringas a una
velocidad de flujo de 7 ml/min usando una bomba de jeringa y se recogio6 la mezcla final en un vial de vidrio de 20 ml
(con agitacién). A continuacion, se concentraron los liposomas hasta 2 ml y se sometieron a dialisis frente a 10-15
volumenes de 1X PBS usando un sistema de filtracion de flujo tangencial (TFF) antes de recuperar el producto final.
El sistema de TFF y las membranas de filtracion de fibras huecas se adquirieron de Spectrum Labs y se usaron segin
las directrices del fabricante. Se usaron membranas de filtracion de fibras huecas con un punto de corte de tamafio de
poro de 100 kD y un area de superficie de 20 cm?. Para experimentos in vitro e in vivo, se diluyeron las formulaciones
hasta la concentracion de ARN requerida con 1X PBS.

Se determiné el porcentaje de ARN encapsulado y la concentracion de ARN mediante el kit de reactivo de ARN Quant-
iT RiboGreen (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se us6 el patrén de ARN ribosémico
proporcionado en el kit para generar una curva patrén. Se diluyeron los liposomas 10 veces 0 100 veces en tampon
1X TE (del kit) antes de la adicion del colorante. Por separado, se diluyeron los liposomas 10 veces o 100 veces en
tampon 1X TE que contenia Triton X al 0,5% antes de la adicion del colorante (para alterar los liposomas y, por tanto,
para someter a ensayo el ARN total). Después de eso, se afiadié una cantidad igual de colorante a cada disolucién y
después se cargaron por duplicado ~180 pl de cada disolucion tras la adicién de colorante en una placa de cultivo
tisular de 96 pocillos. Se leyé la fluorescencia (ex. de 485 nm, em. de 528 nm) en un lector de microplacas. Se
dosificaron todas las formulaciones de liposomas in vivo basandose en la cantidad de ARN encapsulado.

Para obtener liposomas mas pequefios, se sustituyé el método de jeringa/tubo por un método en el que se mezclaron
disoluciones de lipido y de ARN en canales en un chip de microfluido. Se prepararon disoluciones madre de lipido
recientes en etanol. Se pesaron 37 mg de DIinDMA, 11,8 mg de DSPC, 27,8 mg de colesterol y 8,07 mg de PEG-DMG
y se disolvieron en 7,55 ml de etanol. Se balance6 suavemente la disolucion madre de lipido recién preparada a 37°C
durante aproximadamente 15 min para formar una mezcla homogénea. Después, se afiadieron 226,7 pl de la
disolucién madre a 1,773 ml de etanol para preparar una disolucion madre de lipido de trabajo de 2 ml. También se
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prepararon 4 ml de disolucién de trabajo de ARN a partir de una disolucién madre de ~ 1 pg/pl en tampén citrato 100
mM (pH 6). Se aclararon cuatro 20 ml viales de vidrio (con barras de agitacioén) con disolucion de RNase Away y se
lavaron con una gran cantidad de agua MilliQ antes de su uso para descontaminar los viales con respecto a ARNasas.
Se usaron dos de los viales para la disolucion de trabajo de ARN (2 ml en cada vial) y los otros para recoger las
mezclas de lipido y de ARN. Se calentaron las disoluciones de trabajo de lipido y de ARN a 37°C durante 10 min antes
de cargarse en jeringas de tipo Luer-lock de 3 cc. Se conectaron las jeringas que contenian ARN vy los lipidos a un
chip de union Mitos Droplet (un dispositivo de microfluidos de vidrio obtenido de Syrris, n.° de pieza 3000158) usando
tubos de PTFE con un DI de 0,03 pulgadas x DE de 1/16 pulgadas (Syrris) usando un conector de borde de 4 vias. Se
accionaron dos corrientes de ARN y una corriente de lipido mediante bombas de jeringa y se realizé el mezclado de
la fase de etanol y la acuosa en la unién en X (100 um x 105 um) del chip. Se mantuvo la velocidad de flujo de las tres
corrientes a 1,5 ml/min, por tanto, la razén de la velocidad de flujo total acuosa con respecto a etandlica era de 2:1.
Se posiciond la salida del tubo para recoger las mezclas en un vial de vidrio de 20 ml (con agitacion). Se extrajo la
barra de agitacion y se dejé equilibrar la disolucidon de etanol/acuosa hasta temperatura ambiente durante 1 hora.
Después, se cargd la mezcla en una jeringa de 5 cc que estaba ajustada a un fragmento de tubo de PTFE con un DI
de 0,03 pulgadas x DE de 1/16 pulgadas y en otra jeringa de 5 cc con igual longitud de tubo de PTFE, se cargé un
volumen igual de tampdn citrato 100 mM (pH 6). Se accionaron las dos jeringas a una velocidad de flujo de 3 ml/min
usando una bomba de jeringa y se recogié la mezcla final en un vial de vidrio de 20 ml (con agitacion). A continuacion,
se concentraron los liposomas hasta 2 ml y se sometieron a didlisis frente a 10-15 voliumenes de 1X PBS usando el
sistema de TFF antes de recuperar el producto final. Se usaron membranas de filtracion de fibras huecas con un punto
de corte de tamafio de poro de 100 kDa y un area de superficie de 20 cm?. Para experimentos in vitro e in vivo, se
diluyeron las formulaciones hasta la concentracion de ARN requerida con 1X PBS. Mientras que los liposomas
preparados usando el método de jeringa/tubo con 75 pug de ARN tenian un diametro promedio Z (Zprom) de 148 nmy
un indice de polidispersidad (pdl) de 0,122, el mezclado con chip produjo liposomas con un Zprom de 97 nm y un pdl
de 0,086. La proporcion de ARN encapsulado disminuy6 ligeramente desde el 90% hasta el 87%.

Se mostré que la encapsulaciéon en liposomas protege al ARN frente a la digestion por ARNasa. Los experimentos
usaron 3,8 mUA de ARNasa A por microgramo de ARN, incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
inactivo la ARNasa con proteinasa K a 55°C durante 10 minutos. Después se afiadié una mezcla 1:1 v/v de muestra
con respecto a 25:24:1 v/v/v de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico para extraer el ARN a partir de los lipidos al interior
de la fase acuosa. Se mezclaron las muestras mediante agitacion con vortex durante unos pocos segundos y después
se colocaron en una centrifuga durante 15 minutos a 12k RPM. Se retir6 la fase acuosa (que contenia el ARN) y se
uso para analizar el ARN. Antes de la carga (400 ng de ARN por pocillo), se incubaron todas las muestras con colorante
de carga de formaldehido, se desnaturalizaron durante 10 minutos a 65°C y se enfriaron hasta temperatura ambiente.
Se usaron marcadores Ambion Millennium para aproximar el peso molecular del constructo de ARN. Se hizo pasar el
gel a 90 V. Se tifi6 el gel usando SYBR oro al 0,1% segun las directrices del fabricante en agua mediante balanceo a
temperatura ambiente durante 1 hora. La figura 1 muestra que la ARNasa digiere completamente el ARN en ausencia
de encapsulacion (carril 3). No puede detectarse ARN tras la encapsulacién (carril 4) y no se observa ningin cambio
si se tratan estos liposomas con ARNasa (carril 4). Tras someter los liposomas tratados con ARNasa a extraccién con
fenol, se observa ARN no digerido (carril 6). Incluso después de 1 semana a 4°C, pudo observarse el ARN sin ninguna
fragmentacion (figura 4, flecha). La expresion de proteina in vivo no cambié después de 6 semanas a 4°C y un ciclo
de congelacion-descongelacién. Por tanto, el ARN encapsulado en liposoma es estable.

Para evaluar la expresion in vivo del ARN, se codificéd una enzima indicadora (SEAP; fosfatasa alcalina secretada) en
el replicon, en vez de en un inmundgeno. Se midieron los niveles de expresion en sueros diluidos 1:4 en 1X tampén
de dilucién Phospha-Light usando un sustrato de fosfato alcalino quimioluminiscente. A ratones BALB/c de 8-10
semanas de edad (5/grupo) se les inyectaron por via intramuscular, en el dia 0, 50 pl por pata de una dosis de 0,1 ug
01 ug de ARN. También se administré el mismo vector sin los liposomas (en 1X PBS libre de ARNasa) a 1 pg. También
se sometieron a prueba replicones empaquetados en viridn. Los replicones empaquetados en virion usados en el
presente documento (denominados “VRP") se obtuvieron mediante los métodos de la referencia 42, en la que el
replicon de alfavirus se derivo a partir del VEEV mutante o una quimera derivada a partir del genoma de VEEV
modificado por ingenieria para contener la 3'-UTR del virus Sindbis y una sefial de empaquetamiento (PS) del virus
Sindbis, empaquetados mediante electroporacion conjunta en células BHK con ARN auxiliares defectuosos que
codifican para los genes de glicoproteina y capsida de virus Sindbis.

Tal como se muestra en la figura 5, la encapsulacion aument6 los niveles de SEAP en aproximadamente % log a la
dosis de 1 ug, y en el dia 6 la expresiéon a partir de una dosis encapsulada de 0,1 pg coincidié con los niveles
observados con una dosis sin encapsular de 1 pug. En el dia 3, los niveles de expresion superaron los logrados con
VRP (cuadrados). Por tanto, la expresién aumentd cuando se formulé el ARN en los liposomas con respecto al control
de ARN desnudo, incluso a una dosis 10 veces inferior. La expresion también fue superior con respecto al control de
VRP, pero la cinética de expresién fue muy diferente (véase la figura 5). La administracion del ARN con electroporacion
dio como resultado una expresion aumentada con respecto al control de ARN desnudo, pero estos niveles fueron
menores que con liposomas.

Para evaluar si el efecto observado en los grupos de liposoma se debia simplemente a los componentes de liposoma

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES2935009 T3

0 estaba asociado con la encapsulacion, se administro el replicon en forma encapsulada (con dos protocolos de
purificacién diferentes, 0,1 ug de ARN) o mezclado con los liposomas tras su formacion (un “lipoplejo” no encapsulado,
0,1 pg de ARN) o como ARN desnudo (1 pg). La figura 10 muestra que el lipoplejo dio los niveles de expresion mas
bajos, mostrando que la encapsulacion de muestra es esencial para una expresién potente.

Experimentos de SEAP adicionales mostraron una clara respuesta a la dosis in vivo, con expresion observada tras la
administracion de tan solo 1 ng de ARN (figura 6). Experimentos adicionales que compararon la expresién a partir de
replicones encapsulados y desnudos indicaron que 0,01 ug de ARN encapsulado era equivalente a 1 pug de ARN
desnudo. A una dosis de 0,5 ug de ARN, el material encapsulado dio una expresién 12 veces superior en el dia 6; a
una dosis de 0,1 g los niveles fueron 24 veces superiores en el dia 6.

En vez de considerar los niveles promedio en el grupo, también se estudiaron los animales individuales. Mientras que
varios animales no presentaron respuesta a replicones desnudos, la encapsulacion elimind los animales sin respuesta.

Experimentos adicionales sustituyeron DIinDMA por DOTAP. Aunque los liposomas de DOTAP dieron una expresion
mejor que el replicén desnudo, fueron inferiores a los liposomas de DIInDMA (diferencia de 2 a 3 veces en el dia 1).

Para evaluar la inmunogenicidad in vivo, se construyd un replicén para expresar proteina F de longitud completa a
partir de virus sincitial respiratorio (VSR). Esto se administré6 de manera desnuda (1 pg), encapsulado en liposomas
(0,1 0 1 pg) o empaquetado en viriones (10° Ul; “VRP”) en los dias 0 y 21. La figura 7 muestra titulos de IgG anti-F
2 semanas después de la segunda dosis, y los liposomas potencian claramente la inmunogenicidad. La figura 8
muestra titulos 2 semanas después, momento en el cual no habia ninguna diferencia estadistica entre el ARN
encapsulado a 0,1 ug, el ARN encapsulado a 1 pg o el grupo de VRP. Los titulos de neutralizacién (medidos como
reduccion de placa del 60%, “PRNT60") no fueron significativamente diferentes en estos tres grupos 2 semanas
después de la segunda dosis (figura 9). La figura 12 muestra titulos tanto de IgG como de PRNT 4 semanas después
de la segunda dosis.

La figura 13 confirma que el ARN provoca una respuesta de células T CD8 robusta.
Experimentos adicionales compararon los titulos de IgG especifica de F en ratones que recibieron VRP, 0,1 pg de

ARN encapsulado en liposoma o 1 pg de ARN encapsulado en liposoma. Las razones de titulos (VRP:liposoma) en
diversos momentos después de la segunda dosis fueron las siguientes:

2 semanas 4 semanas 8 semanas
0,1 ug 2,9 1,0 1,1
1ug 2,3 0,9 0,9

Por tanto, el ARN encapsulado en liposoma induce esencialmente la misma magnitud de respuesta inmunitaria que la
observada con la administracién de viriones.

Experimentos adicionales mostraron respuestas de IgG especifica de F superiores con una dosis de 10 ug, respuestas
equivalentes para dosis de 1 pg y 0,1 pg, y una respuesta inferior con una dosis de 0,01 pg. La figura 11 muestra
titulos de 1gG en ratones que reciben el replicén en forma desnuda a 3 dosis diferentes, en liposomas a 4 dosis
diferentes o como VRP (10° Ul). La respuesta observada con 1 pg de ARN encapsulado en liposoma fue
estadisticamente insignificante (ANOVA) en comparacion con VRP, pero la respuesta superior observada con 10 pg
de ARN encapsulado en liposoma fue estadisticamente significativa (p<0,05) en comparacién con ambos de estos
grupos.

Un estudio adicional confirmé que 0,1 pug de ARN encapsulado en liposoma dio respuestas de IgG anti-F mucho
mayores (15 dias tras la segunda dosis) que 0,1 pg de ADN administrado y fue incluso mas inmunogénico que 20 pg
de ADN de plasmido que codifica para el antigeno F, administrado mediante electroporacién (sistema de
administracion de ADN Elgen™, Inovio).

Métodos de produccién de liposomas

En general, se han usado ocho métodos diferentes para preparar liposomas segun la invencion. En el texto, se
denominan métodos (A) a (H) y difieren principalmente con respecto a las etapas de filtracion y TFF. Los detalles son
los siguientes:

(A) Se prepararon disoluciones madre de lipido recientes en etanol. Se pesaron 37 mg de DIinDMA, 11,8 mg de DSPC,
27,8 mg de colesterol y 8,07 mg de PEG DMG 2000 y se disolvieron en 7,55 ml de etanol. Se balanceé suavemente
la disolucién madre de lipido recién preparada a 37°C durante aproximadamente 15 min para formar una mezcla
homogénea. Después, se afiadieron 755 pl de la disolucién madre a 1,245 ml de etanol para preparar una disolucion
madre de lipido de trabajo de 2 ml. Se usé esta cantidad de lipidos para formar liposomas con 250 ug de ARN. También
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se preparé una disolucion de trabajo de ARN de 2 ml a partir de una disolucion madre de ~1 pg/ul en tampén citrato
100 mM (pH 6). Se aclararon tres viales de vidrio de 20 ml (con barras de agitacion) con disolucion de RNase Away
(Molecular BioProducts, San Diego, CA) y se lavaron con una gran cantidad de agua MilliQ antes de su uso para
descontaminar los viales de ARNasas. Se us6 uno de los viales para la disolucion de trabajo de ARN y los otros para
recoger las mezclas de lipido y de ARN (tal como se describe a continuacién). Se calentaron las disoluciones de
trabajo de lipido y de ARN a 37°C durante 10 min antes de cargarse en jeringas de tipo Luer-lock de 3 cc. Se cargaron
2 ml de tampon citrato (pH 6) en otra jeringa de 3 cc. Se conectaron las jeringas que contenian ARN vy los lipidos a
una mezcladora en T (PEEK™, DI de unién de 500 um, Idex Health Science, Oak Harbor, WA) usando tubos de FEP
(etileno-propileno fluorado; todos los tubos de FEP tenian un didmetro interno de 2 mm x diametro externo de 3 mm,
suministrados por Idex Health Science). La salida de la mezcladora en T también tenia tubos de FEP. Se conecté la
tercera jeringa que contenia el tampdn citrato a un fragmento independiente de tubo de FEP. Después se accionaron
todas las jeringas a una velocidad de flujo de 7 ml/min usando una bomba de jeringa. Se posicionaron las salidas de
tubos para recoger las mezclas en un vial de vidrio de 20 ml (con agitacion). Se extrajo la barra de agitacion y se dejé
equilibrar la disolucion de etanol/acuosa hasta temperatura ambiente durante 1 hora. Se cargaron 4 ml de la mezcla
en una jeringa de 5 cc, que estaba conectada a un fragmento de tubo de FEP, y en otra jeringa de 5 cc conectada a
una longitud igual de tubo de FEP, se carg6 una cantidad igual de tampon citrato 100 mM (pH 6). Se accionaron las
dos jeringas a una velocidad de flujo de 7 ml/min usando la bomba de jeringa y se recogi6 la mezcla final en un vial
de vidrio de 20 ml (con agitacion). A continuacion, se hizo pasar la mezcla recogida a partir de la segunda etapa de
mezclado (liposomas) a través de una membrana Mustang Q (un soporte de intercambio aniénico que se une a, y
retira, moléculas aniénicas, obtenida de Pall Corporation, AnnArbor, Ml, EE.UU.). Antes de hacer pasar los liposomas,
se hicieron pasar sucesivamente 4 ml de NaOH 1 M, 4 ml de NaCl 1 My 10 ml de tampén citrato 100 mM (pH 6) a
través de la membrana Mustang. Se calentaron los liposomas durante 10 min a 37°C antes de pasar a través de la
membrana. A continuacién, se concentraron los liposomas hasta 2 ml y se sometieron a didlisis frente a 10-15
volimenes de 1X PBS usando TFF antes de recuperar el producto final. El sistema de TFF y las membranas de
filtracion de fibras huecas se adquirieron de Spectrum Labs y se usaron segun las directrices del fabricante. Se usaron
membranas de filtracion de fibras huecas de polisulfona (nUmero de pieza P/N: X1AB-100-20P) con un punto de corte
de tamario de poro de 100 kD y un area de superficie de 8 cm?. Para experimentos in vitro e in vivo, se diluyeron las
formulaciones hasta la concentracion de ARN requerida con 1X PBS.

(B) Como el método (A) excepto porque, tras el balanceo, se afiadieron 226,7 pl de la disoluciéon madre a 1,773 ml de
etanol para preparar una disolucion madre de lipido de trabajo de 2 ml, modificando por tanto la razén de lipido:ARN.

(C) Como el método (B) excepto porque se omitié la filtracion en Mustang, de modo que los liposomas pasaron del
vial de vidrio de 20 ml a la didlisis de TFF.

(D) Como el método (C) excepto porque la TFF us6 membranas de fibras huecas de polietersulfona (PES) (nimero
de pieza P-C1-100E-100-01N) con un punto de corte de tamario de poro de 100 kD y un area de superficie de 20 cm?.

(E) Como el método (D) excepto porque se us6 una membrana Mustang, como en el método (A).

(F) Como el método (A) excepto porque se omitié la filtracion en Mustang, de modo que los liposomas pasaron del vial
de vidrio de 20 ml a la didlisis de TFF.

(G) Como el método (D) excepto porque se prepard una disolucion de trabajo de ARN de 4 ml a partir de una disolucion
madre de ~1 ug/ul en tampdn citrato 100 mM (pH 6). Después, se prepararon cuatro viales de vidrio de 20 ml de la
misma manera. Dos de ellos se usaron para la disolucion de trabajo de ARN (2 ml en cada vial) y los otros para recoger
las mezclas de lipido y de ARN, como en (C). En vez de usar una mezcladora en T, se conectaron las jeringas que
contenian ARN vy los lipidos a un chip de unién Mitos Droplet (un dispositivo de microfluidos de vidrio obtenido de
Syrris, n.° de pieza 3000158) usando tubos de PTFE (diametro interno de 0,03 pulgadas x diametro externo de 1/16
pulgadas) usando un conector de borde de 4 vias (Syrris). Se accionaron dos corrientes de ARN y una corriente de
lipido mediante bombas de jeringa y se realiz6 el mezclado de la fase de etanol y la acuosa en la unién en X (100 um
x 105 um) del chip. Se mantuvo la velocidad de flujo de las tres corrientes a 1,5 ml/min, por tanto, la razén de la
velocidad de flujo total acuosa con respecto a etandlica era de 2:1. Se posiciond la salida del tubo para recoger las
mezclas en un vial de vidrio de 20 ml (con agitacion). Se extrajo la barra de agitacion y se dejo equilibrar la disolucion
de etanol/acuosa hasta temperatura ambiente durante 1 h. Después, se cargé la mezcla en una jeringa de 5 cc, que
estaba ajustada a otro fragmento del tubo de PTFE; en otra jeringa de 5 cc con igual longitud de tubo de PTFE, se
carg6 un volumen igual de tampodn citrato 100 mM (pH 6). Se accionaron las dos jeringas a una velocidad de flujo de
3 ml/min usando una bomba de jeringa y se recogié la mezcla final en un vial de vidrio de 20 ml (con agitacién). A
continuacién, se concentraron los liposomas hasta 2 ml y se sometieron a dialisis frente a 10-15 volimenes de 1X
PBS usando TFF, como en (D).

(H) Como el método (A) excepto porque la disoluciéon madre de lipido de trabajo de 2 ml se prepar6 mezclando 120,9
pl de la disolucién madre de lipido con 1,879 ml de etanol. Ademas, después de mezclar en la mezcladora en T, se
cargaron los liposomas del vial de 20 ml en un casete de didlisis Pierce Slide-A-Lyzer (Thermo Scientific, fuerza extra,
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capacidad de 0,5-3 ml) y se sometieron a didlisis frente a 400-500 ml de 1X PBS durante la noche a 4°C en un
recipiente de plastico sometido a esterilizacidon en autoclave antes de recuperar el producto final.

Inmunogenicidad de VSR

Se administré el replicon autorreplicante vA317 que codificaba para proteina F de VSR a ratones BALB/c, 4 u
8 animales por grupo, mediante vacunaciones intramusculares bilaterales (50 ul por pata) en los dias 0 y 21 con el
replicon (1 pg) solo o formulado como liposomas con DIinDMA (“RV01”) o DOTAP (“RV13”) o el lipido mostrado en la
figura 14 (“RV05"). Los liposomas RVO01 tenian el 40% de DIinDMA, el 10% de DSPC, el 48% de colesterol y el 2% de
PEG-DMG, pero con diferentes cantidades de ARN. Los liposomas RVO05 tenian o bien el 40% de RVO05, el 10% de
DSPC, el 48% de colesterol y el 2% de PEG-DMG o bien el 60% de RVO05, el 38% de colesterol y el 2% de PEG-DMG.
Los liposomas RV13 tenian el 40% de DOTAP, el 10% de DOPE, el 48% de colesterol y el 2% de PEG-DMG. En todos
los casos, el PEG era PEG-2000 (es decir PEG de 2 kDa). Para comparacion, se administré ADN de plasmido desnudo
(20 pg) que expresaba el mismo antigeno F de VSR o bien usando electroporacion o bien con liposomas RV01(10)
(0,1 pg de ADN). Se usaron cuatro ratones como grupo de control no sometido a tratamiento.

Se prepararon liposomas mediante el método (A) o el método (B). Para algunos liposomas preparados mediante el
método (A), se us6 una cantidad doble o la mitad de ARN. El diametro de particula promedio Z y el indice de
polidispersidad fueron:

RV Zprom (nm) pdl Preparacion
RVO01 (10) 158,6 0,088 (A)
RV01 (08) 156,8 0,144 (A)
RVO01 (05) 136,5 0,136 (B)
RV01 (09) 153,2 0,067 (A)
RV01 (10) 134,7 0,147 (A)
RVO05 (01) 148 0,127 (A)
RVO05 (02) 177,2 0,136 (A)
RV13 (02) 128,3 0,179 (A)

Se recogi6 suero para analisis de anticuerpos en los dias 14, 36 y 49. Se extirparon los bazos a partir de los ratones
en el dia 49 para el analisis de células T.

Los titulos de 1gG en suero especifica de F (GMT) fueron los siguientes:

RV Dia 14 Dia 36
Plasmido de ADN desnudo 439 6712
ARN A317 desnudo 78 2291
RV01 (10) 3020 26170
RV01 (08) 2326 9720
RVO1 (05) 5352 54907
RV01 (09) 4428 51316
RVO05 (01) 1356 5346
RVO05 (02) 961 6915
RVO1 (10), ADN 5 13
RV13 (02) 644 3616

La proporcion de células T que son positivas para citocina y especificas para péptido F51-66 de VSR son las
siguientes, mostrando Gnicamente cifras que son estadisticamente significativamente por encima de cero:

RV CD4+CD8- CD4-CD8+
IFNy IL2 IL5 | TNFa | IFNy IL2 IL5 | TNFa
Plasmido de ADN desnudo 0,04 | 0,07 0,10 0,57 | 0,29 0,66
ARN A317 desnudo 0,04 | 0,05 0,08 0,57 | 0,23 0,67
RVO01 (10) 0,07 | 0,10 0,13 1,30 | 0,59 1,32
RVO01 (08) 0,02 | 0,04 0,06 0,46 | 0,30 0,51
RV01 (05) 0,08 | 0,12 0,15 1,90 | 0,68 1,94
RV01 (09) 0,06 | 0,08 0,09 1,62 | 0,67 1,71
RVO01 (10), ADN 0,03 0,08
RV13 (02) 0,03 | 0,04 0,06 1,15 | 0,41 1,18

Por tanto, las formulaciones de liposoma potenciaron significativamente la inmunogenicidad con respecto a los
controles de ARN desnudo, tal como se determina mediante aumento de titulos de IgG especifica de F y frecuencias
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de células T. EI ADN de plasmido formulado con liposomas, o administrado de manera desnuda usando
electroporacidn, fue significativamente menos inmunogénico que ARN autorreplicante formulado en liposomas.

Se prepararon liposomas de RV01 adicionales mediante el método (H), de nuevo usando PEG de 2 kDa conjugado
con DMG, y o bien encapsulando 150 ug de ARN (replicén vA375 que codifica para glicoproteina de fusién de
superficie de VSR) o bien encapsulando solo tampoén. Por tanto, estos liposomas tenian el 40% de DIinDMA, el 10%
de DSPC, el 48% de Chol y el 2% de PEG-DMG. Los tamafios y la encapsulacién fueron los siguientes:

RV Zprom (nm) pdl ARN Encapsulacion
RV01 (36) 152,1 0,053 + 92,5%
RVO1 (36) 144 0,13 - -

Se administraron los liposomas a ratones BALB/c (10 por grupo) mediante inyeccion intramuscular bilateral (50 pl por
pata) en los dias 0 y 21. Las dosis fueron de 0,01, 0,03, 0,1, 0,3 0 1 pg. Los titulos de IgG en suero especifica de F y
PRNT60 (GMT) fueron los siguientes, 2 semanas tras la primera o segunda inyeccién:

RV ARN (pg) 2wpl 2wp2 PRNT60 (2wp2)
Control de tampon 0 - - 10
RVO01 (36) 0 - - 10
RVO01 (36) 0,01 3399 50691 37
RVO01 (36) 0,03 3446 53463 83
RVO01 (36) 0,1 8262 76808 238
RVO01 (36) 0,3 5913 82599 512
RVO01 (36) 1 8213 85138 441

Inmunogenicidad de citomegalovirus

Se usaron liposomas de RV01 con DLinDMA como lipido catiénico y PEG de 2 kDa para administrar replicones de
ARN que codificaban para glicoproteinas de CMV. El replicén “vA160” codifica para glicoproteinas de longitud
completa Hy L (gH/gL), mientras que el replicén “vA322" codifica para una forma soluble (gHsol/gL). Las dos proteinas
estan bajo el control de promotores subgendémicos independientes en un Unico replicon; la administracion conjunta
dos vectores independientes, uno que codificaba para gH y uno que codificaba para gL, no dio buenos resultados.

A ratones BALBI/c, 10 por grupo, se les administraron vacunaciones intramusculares bilaterales (50 ul por pata) en los
dias 0, 21 y 42 con VRP que expresaban gH/gL (1x10° Ul), VRP que expresaban gHsol/gL (1x10° Ul) y PBS como
controles. Dos grupos de prueba recibieron 1 pg del replicon vA160 o vA322 formulado en liposomas (el 40% de
DIinDMA, el 10% de DSPC, el 48% de Chol, el 2% de PEG-DMG; preparado usando el método (D) pero con un tamafio
de lote de 150 pg de ARN).

Los liposomas vA160 tenian un diametro Zprom de 168,8 nm, un pdl de 0,144 y el 87,4% de encapsulacion. Los
liposomas vA322 tenian un diametro Zprom de 162 nm, un pdl de 0,131 y el 90% de encapsulacion.

Los replicones pudieron expresar dos proteinas a partir de un unico vector.
Se recogieron sueros para analisis inmunoldgico en el dia 63 (3wp3). Los titulos de neutralizacién de CMV (la reciproca

de la dilucion en suero que produce una reduccion del 50% del nimero de focos de virus positivos por pocillo, con
respecto a los controles) fueron los siguientes:

gH/gL, VRP gHsol/gL, VRP gH/gL, liposoma gHsol/gL, liposoma
4576 2393 4240 10062

Por tanto, ARN que expresaba una forma o bien de longitud completa o bien soluble del complejo de gH/gL de CMV
provoco altos titulos de anticuerpos neutralizantes, tal como se somete a ensayo en células epiteliales. Los titulos
promedio provocados por los ARN encapsulados en liposoma fueron al menos tan altos como para los VRP
correspondientes.

Experimentos repetidos confirmaron que el replicén podia expresar dos proteinas a partir de un unico vector. El
replicén de ARN dio un titulo de 3wp3 de 11457, en comparacion con 5516 con VRP.

Cinética de expresién

Se uso6 un replicon de ARN autorreplicante (“vA311") que expresa un gen indicador de luciferasa (luc) para estudiar la
cinética de la expresion de proteina tras la inyeccién. Ratones BALB/c, 5 animales por grupo, recibieron vacunaciones
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intramusculares bilaterales (50 ul por pata) en el dia 0 con:
Grupo 1: ADN que expresa luciferasa, administrado usando electroporacién (10 pg)

Grupo 2: ARN autorreplicante (1 pg) formulado en liposomas (el 40% de DIinDMA, el 10% de DSPC, el 48% de
colesterol, el 2% de PEG-2000 conjugado con DMG)

Grupo 3: ARN autorreplicante (1 pg) formulado con una nanoemulsion catiénica (CNE17)
Grupo 4: ARN autorreplicante (1 pg) formulado con una nanoemulsion catiénica diferente
Grupo 5: VRP (1x108 Ul) que expresa luciferasa

Antes de la vacunacion se depil6 a los ratones. Se anestesié a los ratones (isoflurano al 2% en oxigeno), en primer
lugar se retir el pelo con una maquina de afeitar eléctrica y después el producto quimico Nair. Después se adquirieron
datos de bioluminiscencia usando un sistema de obtencion de imagenes Xenogen IVIS 200 (Caliper Life Sciences) en
los dias 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 63 y 70. Cinco minutos antes de la obtencién de imagenes, se inyectaron a los
ratones por via intraperitoneal 8 mg/kg de disolucion de luciferina. Después se anestesio a los animales y se les
transfirio al sistema de obtencién de imagenes. Se mantuvieron los tiempos de adquisiciéon de imagenes constantes a
medida que se midi6 la sefial de bioluminiscencia con una cadmara de CCD enfriada.

En términos visuales, se observo que las células que expresaban luciferasa permanecian principalmente en el sitio de
inyeccion de ARN y los animales de los que se obtuvieron imagenes tras la retirada de los dispositivos quad no
mostraron ninguna sefial.

En términos cuantitativos, se midid la expresién de luciferasa como radiancia promedio a lo largo de un periodo de 70
dias (p/s/cm?/sr) y los resultados fueron los siguientes para los 5 grupos:

Dias 1 2 3 4 5
3 8,69E+07 3,33E+06 2,11E+06 9,71E+06 1,46E+07
7 1,04E+08 8,14E+06 1,83E+07 5,94E+07 1,64E+07
14 8,16E+07 2,91E+06 9,22E+06 3,48E+07 8,49E+05
21 1,27E+07 3,13E+05 6,79E+04 5,07E+05 6,79E+05
28 1,42E+07 6,37E+05 2,36E+04 4,06E+03 2,00E+03
35 1,21E+07 6,12E+05 2,08E+03
42 1,49E+07 8,70E+05
49 1,17E +07 2,04E+05
63 9,69E+06 1,72E+03
70 9,29E+06

El ARN autorreplicante formulado con nanoemulsiones catidnicas mostré una bioluminiscencia medible en el dia 3,
que alcanzé un pico en el dia 7 y después se redujo hasta niveles de fondo en los dias 28 a 35. Cuando se formulé
en liposomas, el ARN mostré una bioluminiscencia medible en el dia 3, que alcanzé un pico en el dia 7 y se redujo
hasta niveles de fondo en el dia 63. El ARN administrado usando VRP mostré una bioluminiscencia potenciada en el
dia 21 en comparacion con el ARN formulado, pero la expresion se habia reducido hasta niveles de fondo en el dia
28. EI ADN sometido a electroporacion mostré el nivel méas alto de bioluminiscencia en todos los puntos de tiempo
medidos y los niveles de bioluminiscencia no se redujeron hasta niveles de fondo dentro del plazo de los 70 dias del
experimento.

Volumen de administracién

La administracion hidrodinamica emplea la fuerza generada por la rapida inyeccion de un gran volumen de disolucion
para superar las barreras fisicas de las membranas celulares que evitan que compuestos grandes e impermeables
con respecto a la membrana entren en las células. Anteriormente se ha mostrado que este fendmeno es (til para la
administracion intracelular de vacunas de ADN.

Un volumen de administracién para ratones tipico para inyeccién intramuscular es de 50 ul en la pata trasera, lo cual
es un volumen relativamente alto para el misculo de la pata de un ratdon. En cambio, una dosis intramuscular para
seres humanos de ~0,5 ml es relativamente pequefia. Si la inmunogenicidad en ratones fuera dependiente del
volumen, entonces la eficacia de las vacunas de replicén podria deberse, al menos en parte, a fuerzas hidrodinamicas,
lo cual no motivaria el uso de las mismas vacunas en seres humanos y animales mas grandes.

Se administré el replicon vA317 a ratones BALB/c, 10 por grupo, mediante vacunaciones intramusculares bilaterales
(5 0 50 por pata) en los dias 0 y 21:
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Grupo 1: recibié replicdn desnudo, 0,2 ug en 50 ul por pata

Grupo 2: recibio replicon desnudo, 0,2 pg en 5 pl por pata

Grupo 3: recibio replicon formulado en emulsién (0,2 pg, 50 pl por pata)
Grupo 4: recibié replicon formulado en emulsion (0,2 ug, 5 pl por pata)
Grupo 5: recibié replicén formulado en liposoma (0,2 g, 50 pl por pata)
Grupo 6: recibio replicon formulado en liposoma (0,2 pg, 5 pl por pata)

Los liposomas para los grupos 5y 6 fueron el 40% de DIinDMA, el 10% de DSPC, el 48% de colesterol y el 2% de
PEG-2000 conjugado con DMG.

Se recogi6 suero para analisis de anticuerpos en los dias 14 y 35. Los GMT de IgG en suero especifica de F fueron:

Dia 1 2 3 4 5 6
14 42 21 783 760 2669 2610
35 241 154 2316 2951 17655 18516

Por tanto, la inmunogenicidad del replicon formulado no varié segun el volumen administrado, indicando por tanto que
estas vacunas de ARN no se basan en la administracion hidrodinamica para su eficacia.

Ratas algodoneras

Se realizé un estudio con ratas algodoneras (Sigmodon hispidis) en vez de ratones. A una dosis de 1 ug, la
encapsulacion en liposomas aumento los titulos de IgG especifica de F en 8,3 veces en comparacion con desnudo y
aumento los titulos de PRNT en 9,5 veces. La magnitud de la respuesta de anticuerpos fue equivalente a la inducida
por 5x10° Ul de VRP. Tanto ARN desnudo como encapsulado en liposoma pudieron proteger a las ratas algodoneras
frente a la exposicion a VSR (1x10° unidades de formacion de placa), reduciendo la carga viral en los pulmones en al
menos 3,5 log. La encapsulacion aumenté la reduccion en aproximadamente 2 veces.

Un trabajo adicional con ratas algodoneras usé cuatro replicones diferentes: vA317 expresa VSR-F de longitud
completa; vA318 expresa VSR-F truncada (parte transmembrana y cola citoplasmatica retiradas); vA142 expresa VSR-
F con su péptido de fusion eliminado; vA140 expresa la VSR-F truncada también sin su péptido. A ratas algodoneras,
de 4 a 8 animales por grupo, se les administraron vacunaciones intramusculares (100 pl en una pata) en los dias 0 y
21 con los cuatro replicones diferentes a dos dosis (1,0 y 0,1 ug) formuladas en liposomas preparados usando DMG
conjugada con PEG de 2 kDa mediante el método (D), pero con un tamafio de lote de 150 pug de ARN. Los grupos de
control recibieron una vacuna de proteina de subunidad de VSR-F (5 pg) con adyuvante de alumbre (8
animales/grupo), VRP que expresaban VSR-F de longitud completa (1x10° Ul, 8 animales/grupo) o control no sometido
a tratamiento (4 animales/grupo). Se recogio6 suero para andlisis de anticuerpos en los dias 0, 21y 34.

Los titulos de IgG en suero especifica de F y titulos de anticuerpos neutralizantes en suero de VSR en los dias 21y
34 fueron:

Grupo IgG, dia IgG, dia NT, dia NT, dia
21 34 21 34
1 pg de vA317 915 2249 115 459
0,1 ug de vA317 343 734 87 95
1 pg de vA318 335 1861 50 277
0,1 ug de vA318 129 926 66 239
1 pg de vA142 778 4819 92 211
0,1 ug de vAl142 554 2549 78 141
1 pg de vA140 182 919 96 194
0,1 ug de vA140 61 332 29 72
5 ug de subunidad de trimero de F/alumbre 13765 86506 930 4744
1x106 Ul de VRP-F completa 1877 19179 104 4528
No sometidos a tratamiento 5 5 10 15

Los cuatro replicones evaluados en este estudio (vVA317, vA318, vAl142, vA140) fueron inmunogénicos en ratas
algodoneras cuando se administraron mediante liposoma, aunque los titulos de neutralizacién en suero fueron al

27



10

15

20

25

30

35

40

ES2935009 T3

menos diez veces menores que los inducidos mediante vacunas de proteina con adyuvante o mediante VRP. Las
vacunas de liposoma/ARN provocaron IgG especifica de F en suero y anticuerpos neutralizantes de VSR tras la
primera vacunacion, y una segunda vacunacion reforzé la respuesta eficazmente. Los titulos de 1gG especifica de F
tras la segunda vacunacion con 1 pg de replicén fueron de 2 a 3 veces superiores tras la segunda vacunacion con 0,1
pg de replicon. Los cuatro replicones provocaron titulos de anticuerpos comparables, lo que sugiere que la VSR-F de
longitud completa y truncada, cada una con o sin el péptido de fusién, son inmunogénicas de manera similar en ratas
algodoneras.

Un trabajo adicional con ratas algodoneras us6 de nuevo los replicones vA317, vA318 y vA142. A ratas algodoneras,
2-8 animales por grupo, se les administraron vacunaciones intramusculares (100 pl en una pata) en los dias 0 y 21
con los replicones (0,1 o 1 ug) encapsulados en liposomas RV01 (con PEG-2000) preparados mediante el método (D)
pero con un tamafio de lote de 150 pug de ARN. Los grupos de control recibieron la vacuna de proteina de subunidad
de VSR-F (5 pug) con adyuvante de alumbre o VRP que expresaban VSR-F de longitud completa (1x10°Ul, 8
animales/grupo). Todos estos animales recibieron una tercera vacunacion (dia 56) con vacuna de proteina de
subunidad de VSR-F (5 pg) con adyuvante de alumbre. Ademas, hubo un control no sometido a tratamiento (4
animales/grupo). Ademas, a un grupo adicional se le administraron vacunaciones intramusculares bilaterales (50 pl
por pata) en los dias 0 y 56 con 1 ug de ARN de vA317 en liposomas pero no recibié una tercera vacunacion con la
vacuna de proteina de subunidad.

Se recogi6 suero para analisis de anticuerpos en los dias 0, 21, 35, 56, 70, mas los dias 14, 28 y 42 para el grupo
adicional. Los titulos de IgG en suero especifica de F (GMT) fueron los siguientes:

Dia 21 Dia 35 Dia 56 Dia 70
1 ug de vA318 260 1027 332 14263
0,1 pg de vA318 95 274 144 2017
1 ug de vA142 483 1847 1124 11168
0,1 pg de vAl142 314 871 418 11023
1 ug de vA317 841 4032 1452 13852
1x108 de VRP (F completa) 2075 3938 1596 14574
5 pg de subunidad de trimero de F/alumbre 12685 54526 25846 48864
No sometidos a tratamiento 5 5 5 5

Los titulos de neutralizaciéon en suero fueron los siguientes (titulos de neutralizacion de VSR al 60% para
2 combinaciones de 3-4 animales por grupo, GMT de estas 2 combinaciones por grupo):

Dia 21 Dia 35 Dia 56 Dia 70
1 ug de vA318 58 134 111 6344
0,1 g de vA318 41 102 63 6647
1 pg de vA142 77 340 202 5427
0,1 pug de vA142 35 65 56 2223
1 pg de vA317 19 290 200 4189
1x10° de VRP (F completa) 104 1539 558 2876
5 ug de subunidad de trimero de F/alumbre 448 4457 1630 3631
No sometidos a tratamiento 10 10 10

Los titulos en suero y titulos neutralizantes para el grupo adicional fueron los siguientes:

Dia 14 21 28 35 42 56 70
19G 397 561 535 501 405 295 3589
NT 52 82 90 106 80 101 1348

Por tanto, se confirmé que los replicones eran inmunogénicos en ratas algodoneras, provocando IgG especifica de F
en suero y anticuerpos neutralizantes de VSR tras la primera vacunaciéon. Una segunda vacunacion reforzo las
respuestas eficazmente. Los titulos de IgG especifica de F tras la segunda vacunacion con 1,0 pg de replicon fueron
de 1,5 a 4 veces superiores después la segunda vacunacién con 0,1 ug de replicén.

La tercera vacunacion (proteina en el dia 56) no reforzé los titulos en ratas algodoneras anteriormente vacunadas con
subunidad de trimero de F + alumbre, pero si que proporciond un gran refuerzo a los titulos en ratas algodoneras
anteriormente vacunadas con replicon. En la mayoria de los casos, los titulos de neutralizacion en suero de VSR tras
dos vacunaciones con replicén seguidas por refuerzo con proteina fueron iguales o superiores a los titulos inducidos
mediante dos o tres vacunaciones con proteina secuenciales.

Este estudio también evalud la cinética de la respuesta de anticuerpos frente a 1,0 pg de vA317. Los titulos de IgG en
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suero especifica de F y de neutralizacion de VSR inducidos mediante una Unica vacunacién alcanzaron su pico
aproximadamente en el dia 21 y se mantuvieron al menos hasta el dia 56 (disminucién del 50-70% del titulo de IgG
especifica de F, poco cambio en el titulo de neutralizaciéon de VSR). Se administré una segunda vacunaciéon homologa
a estos animales en el dia 56 y reforzé los titulos de anticuerpos hasta un nivel al menos igual al alcanzado cuando
se administré la segunda vacunacion en el dia 21.

Experimentos adicionales implicaron una exposicion viral. El replicén vA368 codifica para la glicoproteina de fusion de
superficie de tipo natural de longitud completa de VSR con el péptido de fusion eliminado, con la expresiéon impulsada
por el IRES de EV71. A ratas algodoneras, 7 por grupo, se les administraron vacunaciones intramusculares (100 pl
por pata) en los dias 0 y 21 con vA368 en liposomas preparados mediante el método (H), tamafio de lote de 175 ug
de ARN, o con VRP que tenian el mismo replicén. Los liposomas incluyeron PEG de 2 kDa, conjugado a DMG. Un
grupo de control recibié 5 pg de proteina con adyuvante de alumbre y también se inoculé un grupo de control no
sometido a tratamiento.

Todos los grupos recibieron una exposicion intranasal (i.n.) con 1x10® UFP de VSR cuatro semanas tras la
inmunizacién final. Se recogié suero para andlisis de anticuerpos en los dias 0, 21, 35. Se midieron los titulos virales
en el pulmén 5 dias tras la exposicion. Los resultados fueron los siguientes:

| Liposoma | VRP | Proteina | No sometidos a tratamiento
Titulos de IgG en suero especifica de F (GMT)
Dia 21 370 1017 28988 5
Dia 35 2636 2002 113843 5
Titulos neutralizantes (GMT)
Dia 21 47 65 336 10
Dia 35 308 271 5188 10
Carga viral en el pulmén (ufp por gramo de pulmén)
Dia54 | 422 | 225 | 124 | 694110

Por tanto, la vacuna de ARN redujo la carga viral en el pulmén en mas de tres log, desde aproximadamente 106 UFP/g
en ratas algodoneras de control no vacunadas hasta menos de 103 UFP/g en ratas algodoneras vacunadas.

Estudio con mamiferos grandes

Se realiz6 un estudio con animales grandes con ganado. Se inmunizé a terneros (4-6 semanas de edad, ~60-80 kg, 5
por grupo) con 66 ug de replicon vA317 que codificaba para proteina F de VSR de longitud completa en los dias 0,
21, 86 y 146. Se formularon los replicones dentro de liposomas mediante el método (E) pero con un tamafio de lote
de 1,5 mg de ARN; tenian el 40% de DIlinDMA, el 10% de DSPC, el 48% de colesterol y el 2% de PEG-2000 conjugado
con DMG. Se us6 PBS solo como control negativo y se usé una vacuna licenciada como control positivo (“Triangle 4"
de Fort Dodge, que contenia virus muerto). Todos los terneros recibieron 15 pg de proteina F con adyuvante de la
emulsion MF59 en el dia 146.

Las vacunas de ARN codificaban para F de VSR humano mientras que la vacuna de “Triangle 4" contiene F de VSR
bovino, pero la proteina F de VSR esta altamente conservada entre VSRB y VSRH.

Los terneros recibieron 2 ml de cada vacuna experimental, administrados por via intramuscular como 2x1 ml en cada
lado del cuello. En cambio, la vacuna de “Triangle 4” se administré como una Unica dosis de 2 ml en el cuello.

Se recogi6 suero para analisis de anticuerpos en los dias 0, 14, 21, 35, 42, 56, 63, 86, 100, 107, 114, 121, 128, 135,
146, 160, 167, 174, 181, 188, 195 y 202. Si un animal individual tenia un titulo por debajo del limite de deteccién, se
le asign6 un titulo de 5.

La figura 15 muestra titulos de IgG especifica de F a lo largo de 210 dias. A lo largo de los primeros 63 dias, el replicon
de ARN fue inmunogénico en las vacas mediante liposomas, aunque dio titulos inferiores a la vacuna licenciada. Todas
las vacas vacunadas mostraron anticuerpos especificos de F después de la segunda dosis y los titulos fueron muy
estables a partir del periodo de 2 a 6 semanas después de la segunda dosis (y fueron particularmente estables para
las vacunas de ARN). Los titulos hasta el dia 202 fueron los siguientes:

DO | 3wpl | 2wp2 | 5wp2 | ~9wp2 | 2wp3 5wp3 8wp3 2wp4 5wp4 8wp4
D21 | D35 D56 D86 D100 | D121 | D146 D160 D181 | D202
PBS 5 5 5 5 5 5 5 5 46 98 150
Liposoma 5 5 12 11 20 768 428 74 20774 | 7022 2353
Triangle 4 5 5 1784 721 514 3406 2786 336 13376 | 4775 2133

Los titulos de anticuerpos neutralizantes en suero de VSR fueron los siguientes:
29



10

15

20

25

30

35

40

45

ES2935009 T3

DO | 2wp2 | 5wp2 2wp3 3wp3 4wp3 8wp3 2wp4 3wp4 4wp4
D35 D56 D100 | D107 | D114 | D146 | D160 | D167 D174

PBS 12 10 10 14 18 20 14 10 10 10
Liposoma | 13 10 10 20 13 17 13 47 26 21
Triangle 4 | 12 15 13 39 38 41 13 24 26 15

El material usado para la segunda dosis de liposoma no se prepar6 de manera reciente y el mismo lote de ARN mostré
una disminucion de potencia en un estudio de inmunogenicidad con ratones. Por tanto, es posible que la vacuna
hubiera sido mas inmunogénica si se hubiera usado material reciente para todas las vacunaciones.

Cuando se sometid a ensayo con complemento, se detectaron anticuerpos neutralizantes en todas las vacas
vacunadas. En este ensayo, todos los terneros vacunados tuvieron buenos titulos de anticuerpos neutralizantes tras
la segunda vacunacion de ARN. Ademas, la vacuna de ARN provocd titulos de IgG en suero especifica de F que se
detectaron en unos pocos terneros tras la segunda vacunacion y en todos los terneros tras la tercera.

VSR-F con adyuvante de MF59 pudo reforzar la respuesta de IgG en todos los terneros anteriormente vacunados y
reforzar los titulos de neutralizacion independientes del complemento de terneros anteriormente vacunados con ARN.

La prueba de concepto para vacunas de ARN en animales grandes es particularmente importante a la vista de la
pérdida de potencia observada anteriormente con vacunas basadas en ADN cuando se pasa de modelos de animales
pequefios a animales mas grandes y seres humanos. Una dosis tipica para una vacuna de ADN de vaca sera de 0,5-
1 mg [43, 44] y, por tanto, es muy alentador que se indujeran respuestas inmunitarias con tan solo 66 pg de ARN.

Efecto de la longitud de PEG

Tal como se menciond anteriormente, se prepararon liposomas usando DMG al que se conjugaron cinco PEG
diferentes. El peso molecular promedio del PEG era de 500 Da, 750 Da, 1 kDa, 2 kDa o 3 kDa.

Los liposomas formados usando los PEG mas cortos (500 Da y 750 Da) fueron inestables o se agregaron durante la
purificacién de TFF. PEG-750 dio liposomas con un diametro promedio Z (669 nm) e indice de polidispersidad (0,21)
significativamente superiores, con el 77% de encapsulacién. Los liposomas de PEG-500 se agregaron visiblemente
en disolucion durante el procedimiento de TFF y se terminé el experimento. Por tanto, estos liposomas de PEG corto
fueron inestables, pero los PEG mas largos formaron liposomas estables.

Las diferentes longitudes de PEG (figura 16) tuvieron un pequefio efecto sobre el diametro e indice de polidispersidad
del liposoma. El diametro promedio Z fue de 197 nm (pdl de 0,119) para el PEG de 1 kDa, 142 nm (pdI de 0,137) para
el PEG de 2 kDa, y 147 nm (pdl de 0,075) para el PEG de 3 kDa. La encapsulacion de ARN aument6 gradualmente a
medida que aumentd la longitud de PEG, desde el 81,7% hasta el 85,9% hasta el 91,5% (aunque esta relacion no
siempre se observo en experimentos posteriores).

Se administraron los liposomas a ratones mediante inyeccién intramuscular en el dia 0. Se midieron los niveles de
SEAP en suero en los dias 1, 3 y 6 mediante ensayo quimioluminiscente. Tal como se muestra en la figura 3, las tres
longitudes de PEG fueron eficaces, pero variar la longitud del PEG tuvo algun efecto sobre los niveles de SEAP en
suero, dando PEG 2000 la expresién mas alta.

Diferentes lipidos y longitudes de PEG
Se administré el replicén vA317 en liposomas que tenian una variedad de lipidos diferentes con longitudes de PEG
diferentes. Todos los liposomas tenian el 40% de DIinDMA, el 10% de DSPC y el 48% de colesterol, pero el 2%

restante varid, con diferentes lipidos pegilados (por ejemplo, las figuras 17A a 17E) y diferentes longitudes de PEG.

Las caracteristicas fisicas de los liposomas, preparados mediante el método (H), fueron:

Nombre | Lipido pegilado | Longitud de PEG | Zprom (nm) pdl % de encapsulacion
A DMG 2000 136,3 0,087 85,35
B DMG 3000 120,9 0,087 72,06
C DMG 1000 175,9 0,111 92,52
D Figura 17A 2000 157,9 0,094 97,44
E Figura 17D 2000 122,2 0,122 77,84
F Figura 17E 2000 129,8 0,125 82,57
G Colesterol 2000 122.9 0,087 87,1
H Figura 17C 2000 138 0,137 78,48
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| [ | Figura17B | 2000 | 1134 [0,091 | 89,12 |

A ratones BALB/c, 8 por grupo, se les administraron vacunaciones intramusculares bilaterales (50 pl por pata) en los
dias 0y 21 con el replicon, o bien desnudo (1 pg) o bien encapsulado en estos liposomas (0,1 pg). Se recogié suero
para andlisis de anticuerpos en los dias 14 y 35.

Los titulos de 1gG en suero especifica de F (GMT) fueron los siguientes, 2 semanas tras las dos inyecciones (2wp1):

RV 2wpl 2wp2
ARN desnudo 216 1356
A 3271 15659
B 3860 22378
C 1691 7412
D 1025 1767
E 1618 9536
F 2684 11221
G 3514 10566
H 4142 22810
| 952 10410

Los resultados muestran una tendencia, que indica que grupos de cabeza de PEG de peso molecular superior son
mas inmunogénicos. A medida que aumenta la longitud de PEG conjugado con DMG desde 1000 Da hasta 3000 Da,
los titulos de IgG especifica de F 2wp2 aumentan desde 7412 hasta 15659 hasta 22378.

Cambiar la region de grupo de unioén de éster a éter no tuvo ningln impacto sustancial sobre los titulos. Ademas, al
mismo peso molecular del grupo de cabeza (2000) hubo una tendencia de que aumentar la longitud de las colas de
lipido reduce los titulos (H con dialquilo C14 frente a | con dialquilo C18). Sustituir una cola de PEG-dialquil-lipido por
colesterol tuvo poco impacto sobre la inmunogenicidad (A con DMG frente a G con colesterol).

Se realizaron experimentos similares con diferentes lipidos en los que se dividen los 2 kDa de PEG en 2 grupos de
1 kDa (figura 18, siendo el MW total en la region en el recuadro de 2000). Se uso de nuevo el replicén vA317, con
ratones BALB/c, 8 por grupo, a los que se les administraron vacunaciones intramusculares bilaterales (50 pl por pata)
en los dias 0 y 21 con 1 ug de ARN desnudo o 0,1 ug de ARN encapsulado en liposoma. Todos los liposomas tenian
el 40% de lipido catiénico (DIinDMA), el 10% de DSPC y el 48% de colesterol, pero el 2% restante vario, con diferentes
lipidos pegilados (pero todos con PEG de 2 kDa). Se prepararon mediante el método (H).

Las caracteristicas fisicas de los liposomas fueron:

Nombre Lipido pegilado Zprom (nm) pdl % de encapsulacién
A DMG 121 0,101 84,84
B Dividido; R= C14 saturado 141,3 0,049 95,41
C Dividido; R= C16 saturado 114,6 0,101 96,79
D Dividido; R= C18 saturado 116,5 0,088 98,63
E Dividido; R= C18, 1 insaturacién 129,4 0,149 93,37

Se prepararon liposomas adicionales con RV05. Los liposomas tenian el 40% de lipido catiénico (RV05) y el 2% de
DMG pegilada (PEG de 2 kDa), mientras que los componentes restantes variaron (pero siempre se incluy6 colesterol).
Los liposomas se prepararon mediante el método (H) pero con pH 5. Las caracteristicas fisicas fueron:

Nombre Otros componentes Zprom pdl % de
(nm) encapsulacién
F el 10% de DSPC, el 48% de chol 102,2 0,12 76,81
G el 10% de DSPC, el 46% de chol, el 2% 103,7 0,107 72,58
de aGC

H el 10% de DPyPE, el 48% de chol 99,6 0,115 78,34

I el 10% de PC 18:3, el 48% de chol 130 0,14 87,92

J el 10% de PC 18:2, el 48% de chol 101,1 0,133 76,64

K el 30% de PC 18:2, el 28% de chol 134,3 0,158 57,76
aGC = a-galactosilceramida

A ratones BALB/c, 8 por grupo, se les administraron vacunaciones intramusculares bilaterales (50 pl por pata) en los
dias 0 y 21 con el replicon, o bien desnudo (1 pg) o bien encapsulado (0,1 pg). Se recogié suero para analisis de
anticuerpos en los dias 14 y 35. Los titulos de IgG en suero especifica de F (GMT) fueron los siguientes, 2 semanas
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RV 2wpl 2wp2
ARN desnudo 321 915
A 2761 17040
B 866 3657
C 1734 5209
D 426 2079
E 2696 15794
F 551 955
G 342 2531
H 1127 3881
| 364 1741
J 567 5679
K 1251 5303

Por tanto, dividir los grupos de cabeza de PEG redujo los titulos in vivo. Incluir un doble enlace (1 grado de instauracion
por cola de alquilo) en las colas de PEG-lipido aumentd los titulos de 1gG, 6 veces en el dia 14 y 7 veces en el dia 35.
Para un lipido catiénico con una cola de lipido asimétrica (alquilo + colesterol), cambiar el lipido neutro de DSPC (cola
de lipido C18 saturado) a PC 18:2 0 18:3 (con 2 y 3 dobles enlaces insaturados por cola) aumenté los titulos de IgG
totales. Se observaron resultados comparables con la sustitucion de DSPC por DPyPE.

DDPC
DEPA
DEPC
DEPE
DEPG
DLOPC
DLPA
DLPC
DLPE
DLPG
DLPS
DMG
DMPA
DMPC
DMPE
DMPG
DMPS
DOPA
DOPC
DOPE
DOPG
DOPS
DPPA
DPPC
DPPE
DPPG
DPPS
DPyPE
DSPA
DSPC
DSPE
DSPG
DSPS
EPC
HEPC
HSPC
HSPC
LYSOPC MIRISTICA
LYSOPC PALMITICA
LYSOPC ESTEARICA

Tabla 1: fosfolipidos Utiles

1,2-Didecanoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1,2-Dierucoil-sn-glicero-3-fosfato
1,2-Erucoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1,2-Dierucoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
1,2-Dierucoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
1,2-Linoleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1,2-Dilauroil-sn-glicero-3-fosfato
1,2-Dilauroil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1,2-Dilauroil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
1,2-Dilauroil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
1,2-Dilauroil-sn-glicero-3-fosfatidilserina
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfato
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
1,2-Miristoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilserina
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfato
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilserina
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfato
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilserina
1,2-Difitanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfato
1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina
1,2-Diestearoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol...)
1,2-Diestearoil-sn-glicero-3-fosfatidilserina
PC de huevo
PC de huevo hidrogenada
PC de soja hidrogenada de alta pureza
PC de soja hidrogenada
1-Miristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1-Palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
1-Estearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
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MPPC de esfingomielina de laleche  1-Miristoil-2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

MSPC 1-Miristoil-2-estearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

PMPC 1-Palmitoil-2-miristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

POPC 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

POPE 1-Palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3 -fosfatidiletanolamina

POPG 1,2-Dioleoil-sn-glicero-3[fosfatidil-rac-(1-glicerol)...]

PSPC 1-Palmitoil-2-estearoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

SMPC 1-Estearoil-2-miristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

SOPC 1-Estearoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina

SPPC 1-Estearoil-2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
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REIVINDICACIONES

Liposoma dentro del cual esta encapsulado ARN que codifica para un inmundégeno de interés, en el que el
liposoma comprende al menos un lipido que incluye un resto polietilenglicol, de tal manera que polietilenglicol
esta presente en el exterior del liposoma, en el que el peso molecular promedio del polietilenglicol es de entre
1 kDay 3 kDa, en el que el inmunégeno provoca una respuesta inmunitaria contra un coronavirus y en el que
el inmundgeno es un polipéptido de la espicula de coronavirus.

Liposoma segun la reivindicacion 1, en el que el peso molecular promedio del polietilenglicol es de 2 kDa.

Liposoma segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el liposoma tiene un didmetro en el intervalo de
80-160 nm.

Liposoma seglin cualquier reivindicacién anterior, en el que el liposoma comprende un lipido con un grupo
de cabeza catiénico.

Liposoma segun cualquier reivindicacién anterior, en el que el liposoma comprende un lipido con un grupo
de cabeza zwitterionico.

Liposoma segun cualquier reivindicacion anterior, en el que el ARN es ARN autorreplicante.

Composicion farmacéutica que comprende un liposoma segun cualquier reivindicaciéon anterior, en la que la
composicién farmacéutica comprende una pluralidad de tales liposomas.

Liposoma segun las reivindicaciones 1-6 o composicién farmacéutica segin la reivindicaciéon 7, para su uso
en un método para producir una respuesta inmunitaria protectora en un vertebrado, que comprende la etapa
de administrar al vertebrado una cantidad eficaz de dicho liposoma o de dicha composicion farmacéutica.

Procedimiento para preparar un liposoma que contiene ARN, que comprende una etapa de mezclar ARN con
uno o mas lipidos, en condiciones tales que los lipidos forman un liposoma en el que se encapsula el ARN,
en el que al menos un lipido incluye un resto polietilenglicol que se ubica en el exterior del liposoma durante
el procedimiento, y en el que el peso molecular promedio del polietilenglicol es de entre 1 kDa'y 3 kDa, y en
el que el ARN codifica para un inmun6geno que provoca una respuesta inmunitaria contra un coronavirus y
en el que el inmundgeno es un polipéptido de la espicula de coronavirus; opcionalmente en el que el
procedimiento es para preparar un liposoma segun cualquiera de las reivindicaciones 2-6.

Procedimiento segun la reivindicacién 9, que comprende ademas preparar una composicién farmacéutica
que comprende un portador farmacéuticamente aceptable ademas del liposoma.
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FIG. 3
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FIG. 11
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FIG. 17A
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