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DESCRIPCION

Campo de lainvencién

La invencioén se refiere a los campos de las vacunas, los coadyuvantes de vacunas, la biologia molecular y la
inmunologia, y generalmente se refiere a técnicas de inmunizacion con é&cidos nucleicos y coadyuvantes. Més
especificamente, la invencion se refiere a ciertas composiciones de coadyuvantes, y a estrategias de inmunizacién con
vacunas y/o acidos nucleicos empleando tales composiciones.

Antecedentes de lainvencién

Los mecanismos para la inyeccién de ADN y ARNm en tejidos de mamiferos con fines de inmunizacién frente a
un producto de expresion han sido descritos en la técnica. Se ha demostrado que los mecanismos, denominados
"inmunizacion con acidos nucleicos" en la presente memoria, logran respuestas inmunitarias tanto humorales como
mediadas por células. Por ejemplo, se demostro que los sueros de ratones inmunizados con un constructo de ADN que
codifica la glicoproteina de la envoltura, gp160, reaccionaban con gpl60 recombinante en inmunoandlisis, y se
demostr6é que los linfocitos de los ratones inyectados proliferaban en respuesta a gp120 recombinante, Wang et al.
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:4156-4160.

De un modo similar, los ratones inmunizados con el gen de la hormona del crecimiento humana (hGH)
demostraron una respuesta inmunitaria basada en anticuerpos. Tang et al. (1992) Nature 356:152-154. Se ha
demostrado que la inyeccion intramuscular de ADN que codifica la nucleoproteina de influenza dirigida por un promotor
de mamifero logra una respuesta de CTL CD8+ que puede proteger a los ratones frente a la posterior sensibilizacion
letal con virus. Ulmer et al. (1993) Science 259:1745-1749. Los estudios inmunohistoquimicos del sitio de inyeccion
revelaron que el ADN era absorbido por los mieloblastos, y la produccién citoplasmica de proteina viral pudo ser
demostrada durante al menos 6 meses.

El documento WO 93/20847 se refiere a composiciones de inmundgeno/coadyuvante de vacuna que
comprenden un inmundégeno y como coadyuvante de vacuna una 1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina. Los inmundgenos
adecuados incluyen inmundgenos virales y bacterianos vivos e inmundgenos virales, derivados de tumores, protozoicos,
derivados de organismos, fungicos y bacterianos inactivados, toxoides, toxinas, polisacaridos, proteinas, glicoproteinas,
péptidos, y similares.

Clin. Microbiol. Rev. 7:277-289 (1994) revisa el uso del coadyuvante imiquimod en una vacuna de glicoproteina
de virus herpes simplex de tipo 2 en cobayas.

Compendio de lainvencidn

Los autores de la presente invencion han encontrado que un compuesto de imidazoquinolinamina actia como
un coadyuvante eficaz cuando se administra tdpicamente de 12 a 36 horas después de una inmunizacién de cebado o
refuerzo. Ademas se encontrd que el compuesto era eficaz en la estimulacién de la inmunidad mediada por células. El
compuesto es de una serie de compuestos relacionados que se sabe que son capaces de modificar las respuestas
inmunitarias.

Por lo tanto, la invencién proporciona un compuesto para su uso en un método para intensificar o estimular en
un individuo una respuesta inmunitaria mediada por células a un antigeno, donde el compuesto es una
imidazoquinolinamina, imidazopiridinamina, 6,7-cicloalquilimidazopiridinamina fusionada, 1,2-imidazoquinolinamina
puenteada, tiazolo- u oxazolo-quinolinamina, tiazolo- u oxazolo-piridinamina, imidazonaftiridina o tetrahidroimida
zonaftiridinamina, y donde el compuesto se administra topicamente o transdérmicamente al individuo de 12 a 36 horas
después de administrar un polinucleétido recombinante aislado capaz de expresar el antigeno.

La invencién también proporciona un polinucleétido recombinante aislado capaz de expresar un antigeno para
su uso en un método para intensificar o estimular en un individuo una respuesta inmunitaria mediada por células a dicho
antigeno, donde el polinucleétido se administra de 12 a 36 horas antes de la administracion tdpica o transdérmica al
individuo de un compuesto, esto es una imidazoquinolin-amina, imidazopiridinamina, 6,7-cicloalquilimidazopiridinamina
fusionada, 1,2- imidazoquinolinamina puenteada, tiazolo- u oxazolo-quinolinamina, tiazolo- u oxazolo-piridinamina,
imidazonatftiridina o tetrahidro-imidazonaftiridinamina.

Ademas, la invencion proporciona el uso de un compuesto en la fabricacion de un medicamento para
intensificar o estimular en un individuo una respuesta inmunitaria mediada por células a un antigeno, donde el
compuesto es una imidazoquinolinamina, imidazopiridinamina, 6,7-cicloalquilimidazopiridinamina fusionada, 1,2-
imidazoquinolinamina puenteada, tiazolo- u oxazolo-quinolinamina, tiazolo- u oxazolo-piridinamina, imidazonaftiridina o
tetrahidroimidazonaftiridinamina, y donde el compuesto es va a administrar tOpicamente o transdérmicamente al
individuo de 12 a 36 horas después de administrar un polinucleétido recombinante aislado capaz de expresar el
antigeno.

Breve Descripcion de las Figuras

Las Figuras 1 a 17 muestran la actividad coadyuvante del compuesto de la invencion en una serie de
experimentos de vacunacion.

La Figura 16 muestra los Elispot de IFN-y para sAg 2 semanas después del cebado cuando se utiliza
imiqguimod como coadyuvante con pdpsCi8.1. Las administraciones para las columnas 1 a 13 de la Figura son las
siguientes:
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1 1. 2,0 yg de pdpsc 18
2 2. 0,2 pyg de pdpsc 18
3 3. 0,02 ug de pdpsc 18
4. 4. 2,0 ug de 18 IMQ antes
6 6. 0,02 ug de pdpsc 18 IMQ antes
7 7, 2,0 ug de pdpsc 18 IMQ inmediatamente después
8 8. 0,2 ug de pdpsc 18 IMQ inmediatamente después
9. 9. 0,02 ug de pdpsc 18 IMQ inmediatamente después
10. 10. 2,0 pg de pdpsc 18 IMQ 24 hr pp
11. 11. 0,2 pg de pdpsc 18 IMQ 24 hr pp
12. 12. 0,02 ug de pdpsc 18 IMQ 24 hr pp
13. 13. 2 yg de p7313plc
La Figura 17 muestra Elispot de IFN-y para el péptido sAg de HBV.
Descripcion detallada de la invencion

Se debe entender que esta invencidon no esta limitada a antigenos concretos o a secuencias de nucleotidos
codificantes de antigenos concretas. También se debe entender que se pueden adaptar diferentes aplicaciones de los
métodos descritos a las necesidades especificas de la técnica. También se debe entender que la terminologia utilizada
en la presente memoria tiene el propésito de describir realizaciones concretas de la invencién solamente, y no se
pretende que sea limitante.

Ademas, segln se utiliza en esta memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un",
"uno”, "una", y "el", "la" incluyen sus referentes plurales a menos que el contenido dicte claramente lo contrario. De este
modo, por ejemplo, la referencia a "un antigeno" incluye una mezcla de dos o mas de tales agentes, la referencia a "una
particula” incluye la referencia a mezclas de dos o0 mas particulas, la referencia a "una célula receptora” incluye dos o
mas de tales células, y similares.

La invencion proporciona la intensificacion de una respuesta inmunitaria a un antigeno. El compuesto se
administra topicamente o transdérmicamente a un individuo de 12 a 36 horas después de la administracion de un
polinucledtido recombinante aislado capaz de expresar un antigeno. Tipicamente, el compuesto se administra de 16 a
32, de 20 a 28 o preferiblemente de 22 a 26 horas después de la administracion del polinucleétido. De este modo el
compuesto se puede administrar aproximadamente 24 horas después de la administracion del polinucleétido.

La administracion del polinucleétido (después de lo cual se administra el compuesto) puede ser una de una
serie de administraciones de polinucledtidos o antigenos que se produce en un régimen de administracién. Por lo tanto,
la administracion del polinucledtido puede ser una administracion de cebado o refuerzo. De este modo, en una
realizacion de la invencién el compuesto se administra de 12 a 36 horas después de la administracién de cebado y/o de
12 a 36 horas después de la administracion de refuerzo.

En una realizacion, no se administra nada mas al individuo en el periodo de 12 a 36 horas (o ninguno de los
demas periodos de tiempo mencionados antes) entre la administracion del polinucledtido y la administracion del
compuesto. Alternativamente, en algunas realizaciones, en este periodo de tiempo no se administra polinucleétido, o
preferiblemente al menos no el mismo polinucledtido que se administré antes. No se administra ningiin compuesto
adicional en ese periodo de tiempo.

El proposito de la invencion es intensificar la respuesta inmunitaria al antigeno. Se intensifica la inmunidad
mediada por células, y en particular se intensifica la respuesta de las células T CD8. En este caso la administracion del
compuesto aumenta el nivel de respuesta de las células T CD8, por ejemplo aumenta el nivel de células T CD8 que
experimentan el antigeno. El incremento en la respuesta de las células T CD8 se puede medir utilizando cualquier
andlisis adecuado (y de este modo puede ser capaz de ser detectada en semejante analisis), tal como un analisis
ELISPOT, preferiblemente un analisis ELISPOT IFN-y.

En una realizacién, también se intensifica la respuesta de las células T CD4, tal como la respuesta Thl de
CD4. De este modo, también se pueden incrementar los niveles de células T CD4 que experimentan el antigeno. Tales
niveles incrementados de células T CD4 se pueden detectar utilizando un analisis adecuado, tal como un analisis de
proliferacion.

La administracion del compuesto puede hacer que la respuesta inmunitaria se desplace a una respuesta
mediada por células. De este modo, la respuesta inmunitaria se puede desplazar hacia una respuesta Thl y/o la razon
de anticuerpo IgG1l a IgG2a puede descender. En una realizacién, la administracién del compuesto ocasiona una
disminucioén de la respuesta de anticuerpos.

El compuesto se selecciona entre una imidazoquinolinamina, imidazopiridinamina, 6,7-cicloalquilimi
dazopiridinamina fusionada, 1,2- imidazoquinolinamina puenteada, tiazolo- y oxazolo-quinolinamina y piridinamina
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imidazonatftiridina y tetrahidroimidazonaftiridinamina.

Los compuestos preferidos incluyen 1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-aminas definidas por una de las Férmulas |-V

de mas abajo:

NH,
N
N&
\>—R
21
A N
Ry;
(Rl n
Férmula |
donde:

R11 se selecciona del grupo que consiste en alquilo de uno a diez atomos de carbono, hidroxialquilo de uno a
seis atomos de carbono, aciloxialquilo donde el radical aciloxi es alcanoiloxi de dos a cuatro &tomos de carbono
0 benzoiloxi, y el radical alquilo contiene de uno a seis atomos de carbono, bencilo, (fenil)etilo y fenilo, estando
dicho sustituyente bencilo, (fenil)etilo o fenilo opcionalmente sustituido en el anillo de benceno por uno o dos
radicales seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo de uno a cuatro atomos de
carbono, alcoxi de uno a cuatro atomos de carbono y halégeno, con la condicion de que si dicho anillo de
benceno esta sustituido con dos de dichos radicales, dichos radicales juntos contienen no mas de seis atomos
de carbono;

R21 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo de uno a ocho atomos de carbono, bencilo,
(fenil)etilo y fenilo, estando el sustituyente bencilo, (fenil)etilo o fenilo opcionalmente sustituido en el anillo de
benceno con uno o dos radicales seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo de uno
a cuatro atomos de carbono, alcoxi de uno a cuatro atomos de carbono y halégeno, con la condicion de que
cuando el anillo de benceno esta sustituido por dos de dichos radicales, los radicales juntos contienen no mas
de seis atomos de carbono; y

cada R1 se selecciona independientemente del grupo que consiste en alcoxi de uno a cuatro atomos de
carbono, halégeno, y alquilo de uno a cuatro atomos de carbono, y n es un namero entero de 0 a 2, con la
condicion de que si n es 2, dichos grupos R1 juntos contienen no mas de seis atomos de carbono;

Férmula ll

NH,

donde:

R12 se selecciona del grupo que consiste en alquenilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de
dos a diez &tomos de carbono y alquenilo de cadena lineal o cadena ramificada sustituido que contiene de dos
a diez atomos de carbono, donde el sustituyente se selecciona del grupo que consiste en alquilo de cadena
lineal o cadena ramificada que contiene de uno a cuatro atomos de carbono y cicloalquilo que contiene de tres
a seis atomos de carbono; y cicloalquilo que contiene de tres a seis atomos de carbono sustituido con alquilo
de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a cuatro &tomos de carbono; y

R22 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a ocho atomos de carbono, bencilo, (fenil)etilo y fenilo, estando el sustituyente bencilo,
(fenil)etilo o fenilo opcionalmente sustituido en el anillo de benceno con uno o dos radicales seleccionados
independientemente del grupo que consiste en alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de
uno a cuatro atomos de carbono, alcoxi de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a cuatro
atomos de carbono, y halégeno, con la condicién de que cuando el anillo de benceno esta sustituido con dos
de tales radicales, los radicales juntos contienen no mas de seis adtomos de carbono; y
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cada R2 se selecciona independientemente del grupo que consiste en alcoxi de cadena lineal o cadena
ramificada que contiene de uno a cuatro atomos de carbono, halégeno, y alquilo de cadena lineal o cadena
ramificada que contiene de uno a cuatro atomos de carbono, y n es un nimero entero de cero a 2, con la
condicion de que si n es 2, dichos grupos R2 juntos contienen no més de seis atomos de carbono;

Férmula lll

NH,
N
N
oS
N
Rs

donde:

R23 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo de cadena lineal o cadena ramificada de uno a
ocho atomos de carbono, bencilo, (fenil)etilo y fenilo, estando el sustituyente bencilo, (fenil)etilo o fenilo
opcionalmente sustituido en el anillo de benceno con uno o dos radicales seleccionados independientemente
del grupo que consiste en alquilo de cadena lineal o cadena ramificada de uno a cuatro atomos de carbono,
alcoxi de cadena lineal o cadena ramificada de uno a cuatro atomos de carbono, y halégeno, con la condicion
de que cuando el anillo de benceno est4 sustituido con dos de tales radicales, los radicales juntos contienen no
mas de seis atomos de carbono; y

cada R3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en alcoxi de cadena lineal o cadena
ramificada de uno a cuatro atomos de carbono, halégeno, y alquilo de cadena lineal o cadena ramificada de
uno a cuatro atomos de carbono, y n es un nimero entero de cero a 2, con la condicién de que si n es 2, dichos
grupos R3 juntos contienen no mas de seis atomos de carbono;

Férmula IV
NH,
N
N
OL =

N

R{ Ris

donde:

R14 es -CHRRy donde Ry es hidrégeno o un enlace carbono-carbono, con la condiciéon de que cuando Ry es
hidrégeno Ry es alcoxi de uno a cuatro atomos de carbono, hidroxialcoxi de uno a cuatro atomos de carbono, 1-
alquinilo de dos a diez atomos de carbono, tetrahidropiranilo, alcoxialquilo donde el radical alcoxi contiene de
uno a cuatro atomos de carbono y el radical alquilo contiene de uno a cuatro atomos de carbono, 2-, 3-, 0 4-
piridilo, y con la condicion adicional de que cuando Ry es un enlace carbono-carbono Ry y Ry juntos forman un
grupo tetrahidrofuranilo opcionalmente sustituido con uno o0 mas sustituyentes seleccionados
independientemente del grupo que consiste en hidroxi e hidroxialquilo de uno a cuatro &tomos de carbono;

R24 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo de uno a cuatro a&tomos de carbono, fenilo, y
fenilo sustituido donde el sustituyente se selecciona del grupo que consiste en alquilo de uno a cuatro atomos
de carbono, alcoxi de uno a cuatro &tomos de carbono, y halégeno; y

R4 se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, alcoxi de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a cuatro atomos de carbono, halégeno, y alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a cuatro a&tomos de carbono;
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Férmula VvV
NH,
N
N
O S—rs
N
R "Rys
donde:

R15 se selecciona del grupo que consiste en: hidrégeno; alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a diez atomos de carbono y alquilo de cadena lineal o cadena ramificada sustituido que
contiene de uno a diez a&tomos de carbono, donde el sustituyente se selecciona del grupo que consiste en
cicloalquilo que contiene de tres a seis atomos de carbono y cicloalquilo que contiene de tres a seis atomos de
carbono sustituido con alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a cuatro atomos de
carbono; alquenilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de dos a diez a&tomos de carbono y
alquenilo de cadena lineal o cadena ramificada sustituido que contiene de dos a diez atomos de carbono,
donde el sustituyente se selecciona del grupo que consiste en cicloalquilo que contiene de tres a seis atomos
de carbono y cicloalquilo que contiene de tres a seis atomos de carbono sustituido con alquilo de cadena lineal
o cadena ramificada que contiene de uno a cuatro atomos de carbono; hidroxialquilo de uno a seis atomos de
carbono; alcoxialquilo donde el radical alcoxi contiene de uno a cuatro atomos de carbono y el radical alquilo
contiene de uno a seis atomos de carbono; aciloxialquilo donde el radical aciloxi es alcanoiloxi de dos a cuatro
atomos de carbono o benzoiloxi, y el radical alquilo contiene de uno a seis atomos de carbono; bencilo;
(fenil)etilo; y fenilo; estando dicho sustituyente bencilo, (fenil)etilo o fenilo opcionalmente sustituido en el anillo
de benceno con uno o dos radicales seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo de
uno a cuatro atomos de carbono, alcoxi de uno a cuatro &tomos de carbono, y halégeno, con la condicion de
que cuando dicho anillo de benceno esta sustituido por dos de dichos radicales, los radicales juntos contienen
no mas de seis atomos de carbono;

R15 es preferiblemente un grupo alquilo C;-C, que esta sustituido con hidroxialquilo de 1 a 4 atomos de
carbono, y mas preferiblemente R15 es un grupo alquilo C; que esta sustituido con un hidroxialquilo de 3
atomos de carbono;

R25 es
X
donde:

Rs y Rt se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo de uno a cuatro
atomos de carbono, fenilo, y fenilo sustituido donde el sustituyente se selecciona del grupo que consiste en
alquilo de uno a cuatro atomos de carbono, alcoxi de uno a cuatro &tomos de carbono, y haldgeno;

X se selecciona del grupo que consiste en alcoxi que contiene de uno a cuatro atomos de carbono,
alcoxialquilo donde el radical alcoxi contiene de uno a cuatro atomos de carbono y el radical alquilo contiene de
uno a cuatro atomos de carbono, hidroxialquilo de uno a cuatro &tomos de carbono, haloalquilo de uno a cuatro
atomos de carbono, alquilamido donde el grupo alquilo contiene de uno a cuatro atomos de carbono, amino,
amino sustituido donde el sustituyente es alquilo o hidroxialquilo de uno a cuatro atomos de carbono, azido,
cloro, hidroxi, 1-morfolino, 1-pirrolidino, alquiltio de uno a cuatro atomos de carbono; y

R5 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alcoxi de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a cuatro a&tomos de carbono, halégeno, y alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a cuatro atomos de carbono;

0 una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los anteriores.

Los compuestos de 6,7-cicloalquilimidazopiridin- amina fusionados preferidos se definen por medio de la

Férmula VI de mas abajo:
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NH,
N
N
QREY
Y
R¢ (CH,) 16

dondemes1, 2,03;

R16 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno; alquilo ciclico de tres, cuatro, o cinco atomos de carbono;
alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a diez atomos de carbono y alquilo de cadena lineal o
cadena ramificada sustituido que contiene de uno a diez atomos de carbono, donde el sustituyente se selecciona del
grupo que consiste en cicloalquilo que contiene de tres a seis atomos de carbono y cicloalquilo que contiene de tres a
seis atomos de carbono sustituido con alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a cuatro
atomos de carbono; fllor- o cloroalquilo que contiene de uno a diez &tomos de carbono y uno o mas atomos de fltor o
cloro; alquenilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de dos a diez &tomos de carbono y alquenilo de
cadena lineal o cadena ramificada sustituido que contiene de dos a diez atomos de carbono, donde el sustituyente se
selecciona del grupo que consiste en cicloalquilo que contiene de tres a seis a&tomos de carbono y cicloalquilo que
contiene de tres a seis atomos de carbono sustituido con alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de
uno a cuatro atomos de carbono; hidroxialquilo de uno a seis atomos de carbono; alcoxialquilo donde el radical alcoxi
contiene de uno a cuatro atomos de carbono y el radical alilo contiene de uno a seis atomos de carbono; aciloxialquilo
donde el radical aciloxi es alcanoiloxi de dos a cuatro atomos de carbono o benzoiloxi, y el radical alquilo contiene de
uno a seis atomos de carbono, con la condicion de que ninguno de tales grupos alquilo, alquilo sustituido, alquenilo,
alquenilo sustituido, hidroxialquilo, alcoxialquilo, o aciloxialquilo tiene un atomo de carbono completamente sustituido
unido directamente al atomo de nitrdgeno; bencilo; (fenil)etilo; y fenilo; estando dicho sustituyente bencilo, (fenil)etilo o
fenilo opcionalmente sustituido en el anillo de benceno con uno o dos radicales seleccionados independientemente del
grupo que consiste en alquilo de uno a cuatro atomos de carbono, alcoxi de uno a cuatro atomos de carbono, y
halégeno, con la condicién de que cuando dicho anillo de benceno esta sustituido con dos de dichos radicales, los
radicales juntos contienen no mas de seis atomos de carbono;

y -CHR,Ry
donde:

Ry es hidrégeno o un enlace carbono-carbono, con la condicion de que cuando Ry es hidrégeno Ry es alcoxi de
uno a cuatro atomos de carbono, hidroxialcoxi de uno a cuatro atomos de carbono, 1-alquinilo de dos a diez
atomos de carbono, tetrahidropiranilo, alcoxialquilo donde el radical alcoxi contiene de uno a cuatro atomos de
carbono y el radical alquilo contiene de uno a cuatro atomos de carbono, 2-, 3-, o 4-piridilo, y con la condicion
adicional de que cuando Ry es un enlace carbono-carbono Ry y Ry forman juntos un grupo tetrahidrofuranilo
opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que
consiste en hidroxi e hidroxialquilo de uno a cuatro atomos de carbono,

R26 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a ocho &tomos de carbono, hidroxialquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene
de uno a seis 4&tomos de carbono, morfolinoalquilo, bencilo, (fenil)etilo y fenilo, estando el sustituyente bencilo,
(fenil)etilo o fenilo opcionalmente sustituido en el anillo de benceno con un radical seleccionado del grupo que
consiste en metilo, metoxi, y halégeno; y

-C(Rs)(R1)(X) donde Rs y Ry se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo
de uno a cuatro atomos de carbono, fenilo, y fenilo sustituido donde el sustituyente se selecciona del grupo que
consiste en alquilo de uno a cuatro atomos de carbono, alcoxi de uno a cuatro atomos de carbono, y halégeno;

X se selecciona del grupo que consiste en alcoxi que contiene de uno a cuatro atomos de carbono,
alcoxialquilo donde el radical alcoxi contiene de uno a cuatro atomos de carbono y el radical alquilo contiene de
uno a cuatro atomos de carbono, haloalquilo de uno a cuatro atomos de carbono, alquilamido donde el grupo
alquilo contiene de uno a cuatro atomos de carbono, amino, amino sustituido donde el sustituyente es alquilo o
hidroxialquilo de uno a cuatro atomos de carbono, azido, alquiltio de uno a cuatro atomos de carbono, y
morfolinoalquilo donde el radical alquilo contiene de uno a cuatro atomos de carbono, y

R6 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, fltor, cloro, alquilo de cadena lineal o cadena ramificada
que contiene de uno a cuatro &tomos de carbono, y fluoro- o cloroalquilo de cadena lineal o cadena ramificada
que contiene de uno a cuatro &tomos de carbono y al menos un atomo de fltor o cloro;

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos de imidazopiridinamina preferidos se definen por medio de la Férmula VII de méas abajo:
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NH,
| _N
. N -
\>—— R27
R A N
67 |
R;; Ruz

donde
R17 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno;

-CH;Rw donde Ry se selecciona del grupo que consiste en alquilo de cadena lineal, cadena ramificada, o ciclico que
contiene de uno a diez &tomos de carbono, alquenilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de dos a diez
atomos de carbono, hidroxialquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a seis &tomos de carbono,
alcoxialquilo donde el radical alcoxi contiene de uno a cuatro atomos de carbono y el radical alquilo contiene de uno a
seis atomos de carbono, y feniletilo; y -CH=CRzRz donde cada Rz es independientemente alquilo de cadena lineal,
cadena ramificada, o ciclico de uno a seis atomos de carbono;

R27 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de
uno a ocho atomos de carbono, hidroxialquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a seis atomos
de carbono, alcoxialquilo donde el radical alcoxi contiene de uno a cuatro atomos de carbono y el radical alquilo
contiene de uno a seis atomos de carbono, bencilo, (fenil)etilo y fenilo, estando el sustituyente bencilo, (fenil)etilo o fenilo
opcionalmente sustituido en el anillo de benceno con un radical seleccionado del grupo que consiste en metilo, metoxi, y
halégeno; y morfolinoalquilo donde el radical alquilo contiene de uno a cuatro &tomos de carbono;

R67 y R77 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo de uno a cinco atomos de
carbono, con la condicién de que R67 y R77 tomados juntos contienen no mas de seis atomos de carbono, y con la
condicién adicional de que cuando R77 es hidrégeno R67 es distinto de hidrogeno y R27 es distinto de hidrégeno o
morfolinoalquilo, y con la condicién adicional de que cuando R67 es hidrogeno R77 y R27 son distintos de hidrégeno;

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos de 1,2-imidazoquinolinamina puenteados se definen por medio de la Formula VIII de mas
abajo:

NH,

Z se selecciona del grupo que consiste en:
-(CHz)p- donde p es 1 a 4;

-(CHz)a -C(RpRg)(CH2)y-, donde a y b son niumeros enteros y a+b es de 0 a 3, Rp es hidrégeno o
alquilo de uno a cuatro atomos de carbono, y Re se selecciona del grupo que consiste en alquilo de
uno a cuatro atomos de carbono, hidroxi, -ORg donde Rg es alquilo de uno a cuatro atomos de
carbono, y -NRg R'c donde Rg y R'c son independientemente hidrégeno o alquilo de uno a cuatro
atomos de carbono; y -(CH2)a -(Y)-(CHa)p- donde a y b son nimeros enterosy atbesde0a 3,e Y es
0, S, 0 -NR; donde R; es hidrégeno o alquilo de uno a cuatro atomos de carbono;

y donde g es 0 0 1 y R8 se selecciona del grupo que consiste en alquilo de uno a cuatro atomos de
carbono, alcoxi de uno a cuatro 4tomos de carbono, y haldégeno,

y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los compuestos de tiazolo- y oxazolo-quinolinamina y piridinamina adecuados incluyen compuestos de
Formula IX 'y Férmula IXa:
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NH,
N .
N/ : O )
A\ St N
- | . >—Ryo | | N| N Ros
Rao 19 : R = R1/‘9
39
Rag o Res

donde:

R19 se selecciona del grupo que consiste en oxigeno, azufre y selenio;

R29 se selecciona del grupo que consiste en
-hidrégeno;
-alquilo;
-alquil-OH;
-haloalquil-,
-alquenilo;
-alquil-X-alquilo;
-alquil-X-alquenilo;
-alquenil-X-alquilo;
-alquenil-X-alquenilo;
-alquil-N(R59); ;
-alquil-Ng;
-alquil-O-C(0)-N(R59)y;
-heterociclilo;
-alquil-X-heterociclilo;
-alquenil-X-heterociclilo;
-arilo;
-alquil-X-azilo;
-alquenil-X-alilo;
-heteroarilo;
-alquil-X-heteroarilo; y
-alquenil-X-heteroarilo;

R39 y R49 son cada uno independientemente:
-hidrégeno;
-X-alquilo;
-halo;
-haloalquilo;
-N(R59)3;

0 cuando se toman juntos, R39 y R49 forman un anillo cicloalquilico o heterociclico, aromatico,
heteroaromatico fusionado;

X se selecciona del grupo que consiste en -O-, -S-,
-NR59-, -C(0O)-, -C(0)0O-, -OC(0O)-, y un enlace; y
cada R59 es independientemente H o alquilo C1.Cg;

Para la formula IX y IXa los términos "alquilo” y "alquenilo” hacen referencia a un grupo hidrocarbonado lineal o
ramificado, o un grupo ciclico (es decir, cicloalquilo y cicloalquenilo) que contiene de 1 a 20, preferiblemente de 1 a 10,
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més preferiblemente de 1 a 8 &tomos de carbono, a no ser que se especifique lo contrario. Los grupos alquilo tipicos
son, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo,
n-octilo, y similares. Los grupos ciclicos ilustrativos incluyen ciclopropilo, ciclopentilo, ciclohexilo, ciclohexenilo y
adamantilo. El prefijo "alqu," cuando se utiliza, por ejemplo para "alcoxi" y similares, también tiene el mismo significado.

El término "arilo" hace referencia a un anillo o sistema anular aromatico carbociclico. El grupo arilo es
preferiblemente un anillo de seis-miembros, tal como fenilo, o un sistema anular policiclico aromatico, tal como natftilo. El
grupo arilo més preferido es fenilo que puede estar insustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes definidos mas
abajo. Los ejemplos de otros grupos arilo adecuados incluyen bifenilo, fluorenilo e indenilo.

El término "heteroarilo" hace referencia a un anillo o sistema anular aromatico que contiene uno o mas
heteroatomos, en el que los heteroatomos se seleccionan entre nitrégeno, oxigeno y azufre. Los grupos heteroarilo
adecuados incluyen furilo, tienilo, piridilo, quinolinilo, tetrazolilo, imidazo, etcétera. En el caso en el que R3 y R4 se
toman juntos y forman un heteroanillo aromético de 5- o 6-miembros, el heteroatomo es nitrdgeno, oxigeno o azufre y el
anillo puede contener uno o mas de tales atomos. Preferiblemente, el heteroatomo es nitrégeno o azufre. Los
heteroanillos aromaticos preferidos formados por R3 y R4 estan ilustrados por las siguientes formulas donde las dos
lineas indican donde estan fusionados.

O T

S

B

Los términos "heterociclico”" y "heterociclilo" hacen referencia a anillos o sistemas anulares no aromaticos que
contienen uno o mas heteroatomos en el anillo (por ejemplo, O, S, N). Los grupos heterociclicos ilustrativos incluyen
pirrolidinilo, tetrahidrofuranilo, morfolinilo, piperidino, piperazino, tiazolidinilo, imidazolidinilo, y similares.

Todos los anillos y sistemas anulares anteriores pueden estar insustituidos o sustituidos con uno o mas
sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en alquilo, alcoxi, alquiltio, hidroxi, halégeno, haloalquilo,
polihaloalquilo, perhaloalquilo (por ejemplo, trifluorometilo), trifluoroalcoxi (por ejemplo, trifluorometoxi), nitro, amino,
alquilamino, dialquilamino, alquilcarbonilo, alquenilcaxbonilo, arilcarbonilo, heteroarilcarbonilo, arilo, arilalquilo,
heteroarilo, heteroarilalquilo, heterociclilo, heterocicloalquilo, nitrilo y alcoxicarbonilo. Los sustituyentes preferidos son
alquilo C1-C4, alcoxi C1-Ca, halo, amino, alquilamino, dialquilamino, hidroxi, alcoxi (C1-C4)-metilo y trifluorometilo.

El término "halo" hace referencia a un atomo de halégeno, tal como, por ejemplo, flGor, cloro, bromo o yodo.

Los compuestos de imidazonaftiridina y tetrahidroimidazonaftiridina adecuados son aquellos con las Férmulas
X'y XI de mas abajo:

NH,
N
N/
, S—Ry10
(Y
\ A-) Ri10
Férmula X

donde
A es =N-CR=CR-CR=; =CR-N=CR-CR=; =CR-CR=N-CR=; 0 =CR-CR=CR-N=;
R110 se selecciona del grupo que consiste en:
- hidrégeno;
- alquilo C1-Cyo 0 alquenilo Ca.20 que no esté sustituido
0 esta sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en:
-arilo;

-heteroalilo;

10
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-heterociclilo;

-O- alquilo C41-Cjo,

-O-(alquil C1-Cx0)o-1 -arilo;

-O-(alquil C1-Cz0)0-1 -heteroarilo;
-O-(alquil C1-Cx)o-1 -heterociclilo;
-alcoxi(C1-Cyo)carbonilo;
-S(0O)o-2-alquilo C1-Cyo;
-S(0)o-2-(alquil C1-Cxg)o-1-arilo;
-S(0)o-2-(alquil C1-Cxyp)o-1-heteroarilo;
-S(0O)o-2-(alquil C1-Cx0)o-1 -heterociclilo;
-N(R310)z;

-N3;

0X0;

-halégeno;

-NOy;

-OH;y

-SH;y

-alquil(C1-C20)-NR310-Q-X-R410 o — alquenil(C2-20)-NR310-Q-X-R410 donde Q es -CO- 0 -SO»-; X es

un enlace, -O- o

-NR310- y R410 es arilo; heteroarilo; heterociclilo; o

-alquilo C1-Cz 0 alquenilo Cy.20 que esta insustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes

seleccionados del grupo que consiste en:
-arilo;
-heteroatrilo;
-heterociclilo;
-O-alquilo C1-Cyq,
-O-(alquil C1-Czo)o-1-arilo;
-O-(alquil C1-C20)o-1-heteroarilo;
-O-(alquil C1-Cx0)o-1-heterociclilo;
-alcoxi(C1-Cyo)carbonilo;
-S(0O)o-2-alquilo C1-Cyo;
-S(0O)o-2-(alquil C1-Czp)o-1-arilo;
-S(O)o-2-(alquil C1-Cz0)0-1-heteroarilo;
-S(0O)o-2-(alquil C1-Cx)o-1-heterociclilo;
-N(R310)z;
-NR310-CO-0-alquilo C1-Cy;
-Ng;
0X0;
-halégeno;
-NOy;
-OH;y
-SH; 0 R410 es

11
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a5
I
(CHa)16

NRs10)2

donde Y es -N- 0 -CR-;
R210 se selecciona del grupo que consiste en:
hidroégeno;
alquilo C31-Ciy;
alquenilo cz2-cio;
acrilo;
alquil(C1-C10)-O-alquilo C1-Cio;

- alquil(C;1-C10)-O-alquenilo c2-ci0; Y

- alquilo C1-Cyp 0 alquenilo c2.c10 sustituido con uno o

donde:

mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en:
- OH;
- halégeno;
- N(R310);
- CO-N(R310); ;
- CO-alquilo C1-Cag;
- N3;
- arilo;
- heteroarilo;
- heterociclilo;
- CO-arilo; y
- CO-heteroarilo;
cada R310 se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C1-Cig; y
cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;1-Cig, alcoxi

C1-Ci0, halégeno y trifluorometilo, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

NH,

Férmula XI

B es -NR-C(R)2-C(R)2-C(R)2-; -C(R)2-NR-C(R)2-C(R)2-;
-C(R)2-C(R)2-NR-C(R)2- 0 -C(R)2-C(R)2-C(R)2-NR-;
R111 se selecciona del grupo que consiste en:
hidrégeno;

alquilo C1-Cyo 0 alquenilo C;.x0 que esta

insustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en:

12
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- heteroarilo;

- heterociclilo;

- O- alquilo C;1-Cyo;

- O-(alquil C1-Cxg)o-1-arilo;

- O-(alquil C1-Cxp)o-1-heteroarilo;

- O-(alquil C1-Cx0)o-1-heterociclilo;

- alcoxi(C;1-Cyo)carbonilo;

- S(O)o-2-alquilo C1-Cxo;

- S(0O)o-2-(alquil C1-Cxo)o-1-arilo;

- S(O)o-2-(alquil C1-Cxp)o-1-heteroarilo;

- S(O)o-2-(alquil C1-Cx)o-1-heterociclilo;
- N(R311);;

- Ng,

- OXO;

- halégeno;

- NO2;
-OH;y
-SH;y

alquil(C1-C20)-NR311-Q-X-R411 o —alquenil(C2.20)-NR311-Q-X-R411 donde Q-CO- 0 -SO,-; X es un
enlace, -O- 0 -NR311 - y R411 es arilo; heteroaril-heterociclilo; o -alquilo C1-C2 0 alquenilo C;.20 que
esta insustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en:

-arilo;

-heteroarilo;

-heterociclilo;

-O-alquilo C1-Cyo,

-O-(alquil C1-Czp)o-1-arilo;

-O-(alquil C1-Cz0)o-1-heteroalilo;
-O-(alquil C1-Cx0)o-1-heterociclilo;
-alcoxi(C1-Cyp)carbonilo;
-S(0O)o-2-alquilo C;1-Cyo;
-S(0)o-2-(alquil C1-Cxp)o-1-arilo;
-S(0O)o-2-(alquil C1-Czp)o-1-heteroarilo;
-S(0O)o-2-(alquil C1-Cx)o-1-heterociclilo;
-N(R311)y;

-NR311-CO-0-alquilo C1-Cyo;

-Ng;

-0X0;

-halégeno;

-NOy;

-OH;y

-SH; 0 R411 es

13
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Y
(0o
(CHy)16

NRs311)2

donde Y es -N- 0 -CR-;
R211 se selecciona del grupo que consiste en:
- hidrégeno;
- alquilo C1-Ciy;
- alquenilo cz-cio;
- arilo
- alquil(C1-C10)-O-alquilo C1-Cig;
- alquil(C1-C10)-O-alquenilo cao-cio; Y
- alquilo C1-C1p 0 alquenilo cz-c10 Sustituido con uno o
mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en:
- OH;
- halégeno;
- N(R311); ;
- CO-N(R311);;
- CO-alquilo C1-Cig;
-Ns;
- acrilo;
- heteroarilo;
- heterociclilo;
- CO-arilo; y
- CO-heteroarilo;
cada R311 se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C1-Cio; y

cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo C;-Cio, alcoxi C1-Cip,
halégeno y trifluorometilo, y sus sales farmacéuticamente aceptables.

Los sustituyentes R11-R111 anteriores se designan generalmente "sustituyentes 1" en la presente memoria.
Los sustituyentes 1 preferidos son alquilo que contiene de uno a seis atomos de carbono e hidroxialquilo que contiene
de uno a seis atomos de carbono. Mas preferiblemente el sustituyente 1 es 2-metilpropilo o 2-hidroxi-2-metilpropilo.

Los sustituyentes R21-R211 anteriores se designan generalmente "sustituyentes 2" en la presente memoria.
Los sustituyentes 2 preferidos son hidrogeno, alquilo de uno a seis atomos de carbono, alcoxialquilo donde el radical
alcoxi contiene de uno a cuatro atomos de carbono y el radical alquilo contiene de uno a cuatro &tomos de carbono, e
hidroxialquilo de uno a cuatro atomos de carbono. Mas preferiblemente el sustituyente 2 es hidrégeno, metilo, butilo,
propilo hidroximetilo, etoximetilo o metoxietilo.

En los casos en los que n puede ser cero, uno, o dos, n es preferiblemente cero o uno. El compuesto de la
invencién puede estar definido por la Férmula XIl de mas abajo:

14
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NH,
N
N ’
] \>—R28
NN
Ryg

(RSO)n

donde
R18 es -alquil-NR3-SO,-X-R4 o -alquenil-NR3-SO;-X-R4;
X es un enlace o -NR5-;

R4 es arilo, heteroarilo, heterociclilo, alquilo o alquenilo, cada uno de los cuales puede estar insustituido o sustituido con
uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en:

- alquilo;

- alquenilo;

- arilo;

- heteroarilo;

- heterociclilo;

- arilo sustituido;

- heteroarilo sustituido;

- heterociclilo sustituido;

- O-alquilo;

- O-(alquil)o-1-arilo;

- O-(alquil)o-1-arilo sustituido;

- O-(alquil)o-1-heteroarilo;

- O-(alquil)o-1-heteroalilo sustituido;

- O-(alquil)o-1-heterociclilo;

- O-(alquil)o-1-heterociclilo sustituido;
- COOH;

- CO-0O-alquilo;

- CO-alquilo;

- S(O)o-2-alquilo;

- S(0O)o-2-(alquil)o-s-arilo;

- S(0O)o-2-(alquil)o-1-arilo sustituido;

- S(0O)o-2-(alquil)o.1-heteroarilo;

- S(0O)o-2-(alquil)o-1-heteroarilo sustituido;
- S(0O)o-2-(alquil)o.1-heterociclilo;

- S(O)o-2-(alquil)o.1-heterociclilo sustituido;
- (alquil)o.1-NR3 R3;

- (alquil)o-1-NR3-CO-0O-alquilo;

- (alquil)o-1-NR3-CO-alquilo;

- (alquil)o-1-NR3-CO-arilo;

- (alquil)o-1-NR3-CO-arilo sustituido;
- (alquil)o-1-NR3-CO-heteroarilo;

- (alquil)o-1-NR3-CO-heteroarilo sustituido;

15
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- Ng3;
- halégeno;
- haloalquilo;
- haloalcoxi;
5 - CO-haloalcoxi;
- NOy;
- CN;
- OH;
- SH; y en el caso de alquilo, alquenilo, o
10 heterociclilo, oxo;
R28 se selecciona del grupo que consiste en:
-hidrégeno;
-alquilo;
-alquenilo;
15 -arilo;
-arilo sustituido;
-heteroarilo;
-heteroarilo sustituido;
-alquil-O-alquilo;
20 -alquil-O-alquenilo; y
-alquilo o alquenilo sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados del grupo que consiste
en:
- OH;
25 - halégeno;
- N(R3)2 ;
- CO-N(R3);;
- CO-alquilo C1-Cyo;
- CO-0-alquilo C1-Cig;
30 - Ns;
- arilo;
- arilo sustituido;
- heteroarilo;
- heteroarilo sustituido;
35 - heterociclilo;
- heterociclilo sustituido;
- CO-arilo;
- CO-(arilo sustituido);
- CO-heteroarilo; y
40 - CO-(heteroarilo sustituido);
cada R3 se selecciona independientemente del grupo que
consiste en hidrégeno y alquilo C1-Cio;
R5 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y
alquilo C31-Ci1o, 0 R4 y R5 se pueden combinar para formar
45 un anillo heterociclido de 3 a 7 miembros o
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heterociclico sustituido; n es de 0 a 4 y cada R80

presente se selecciona independientemente del grupo que
consiste en alquilo C1-C1p, alcoxi C1-Cio, halégeno y
trifluorometilo, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables.

Los compuestos de la presente invencion se pueden definir adicionalmente por medio de la Formula (XIII) de
mas abajo:

NH;

NO ‘ N\>—R132
N

|- .
Ri% Riz1

donde:

R131 se selecciona del grupo que consiste en alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno
a seis atomos de carbono y alquilo sustituido de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a seis
atomos de carbono, donde el sustituyente se selecciona entre halégeno, amino, mono-alquilo amino, di-
alquilamino, alcoxi, alquiltio, hidroxi o hidroxialquilo, comprendiendo los grupos alquilo de los sustituyentes de
uno a cuatro atomos de carbono;

Ri32 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a seis atomos de carbono y alquilo sustituido de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a seis atomos de carbono, donde el sustituyente es X-R' donde X es -NR"-, -O- 0 -S-, R' es
hidrégeno o alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a cuatro &tomos de carbono y R"
es hidrégeno o alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a cuatro atomos de carbono;

y

Riz0 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alcoxi de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a cuatro a&tomos de carbono, haldgeno, y alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que
contiene de uno a cuatro atomos de carbono.

Los compuestos preferidos de la invencion son los compuestos de Férmula (XIIl) donde:

Ri31 se selecciona del grupo que consiste en alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a
seis atomos de carbono y alquilo sustituido de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a seis
atomos de carbono, donde el sustituyente se selecciona entre alcoxi, hidroxi o hidroxialquilo, comprendiendo los
grupos alquilo de los sustituyentes de uno a cuatro atomos de carbono;

R132 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene
de uno a seis atomos de carbono y alquilo sustituido de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a
seis atomos de carbono, donde el sustituyente es X-R' donde X es -O- y R' es hidrégeno o alquilo de cadena lineal o
cadena ramificada que contiene de uno a cuatro atomos de carbono; y

R130 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alcoxi de cadena lineal o cadena ramificada que contiene
de uno a cuatro atomos de carbono y alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a cuatro
atomos de carbono;

Los compuestos adicionalmente preferidos de la invencion son los compuestos de la invencion de Formula
(X111) donde:

Ri131 se selecciona del grupo que consiste en alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a
cuatro atomos de carbono y alquilo sustituido de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a cuatro
atomos de carbono, donde el sustituyente es hidroxi o hidroxialquilo de uno a cuatro atomos de carbono;

Ri32 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo de cadena lineal o cadena ramificada que contiene
de uno a cuatro atomos de carbono y alquilo sustituido de cadena lineal o cadena ramificada que contiene de uno a
cuatro atomos de carbono, donde el sustituyente es X-R' donde X es -O- y R' es alquilo de cadena lineal o
ramificada que contiene uno o dos atomos de carbono; y

R130 es hidrégeno.

Segun se utiliza en la presente memoria (y en particular con referencia a la Formula XIl), a menos que se

defina de otro modo los términos "alquilo”, "alquenilo”, "alquinilo" y el prefijo "-alqu" incluyen tanto los grupos de cadena
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lineal y cadena ramificada como los grupos ciclicos, es decir, cicloalquilo y cicloalquenilo. A menos que se especifique
de otro modo, estos grupos contienen de 1 a 20 atomos de carbono, conteniendo alquenilo y los grupos alquenilo de 2 a
20 atomos de carbono. Los grupos preferidos tienen un total de hasta 10 atomos de carbono. Los grupos ciclicos
pueden ser monociclicos o policiclicos y preferiblemente tienen de 3 a 10 4&tomos de carbono en el anillo. Los grupos
ciclicos ilustrativos incluyen ciclopropilo, ciclopentilo, ciclohexilo y adamantilo.

El término "haloalquilo” incluye los grupos que estan sustituidos con uno o mas atomos de haldgeno,
incluyendo grupos donde todos los atomos de hidrogeno disponibles estan remplazados por atomos de halégeno. Esto
también se verifica para los grupos que incluyen el prefijo "haloalqu-". Los ejemplos de grupos haloalquilo adecuados
son clorometilo, trifluorometilo, y similares.

El término "arilo" segun se utiliza en la presente memoria incluye anillos o sistemas anulares carbociclicos
aromaticos. Los ejemplos de los grupos arilo incluyen fenilo, naftilo, bifenilo, fluorenilo y indenilo. El término "heteroarilo”
incluye anillos o sistemas anulares aromaticos que contienen al menos un heteroatomo en el anillo (por ejemplo, O, S,
N). Los grupos heteroarilo adecuados incluyen furilo, tienilo, piridilo, quinolinilo, tetrazolilo, imidazo, pirazolo, tiazolo,
oxazolo, y similares.

"Heterociclilo" incluye anillos y sistemas anulares no aromaticos que contienen al menos un heteroatomo en el
anillo (por ejemplo, O, S, N). Los grupos heterociclicos ilustrativos incluyen pirrolidinilo, tetrahidrofuranilo, morfolinilo,
tiomorfolinilo, piperidinilo, piperazinilo, tiazolidinilo, imidazolidinilo, y similares.

A menos que se especifique de otro modo, los términos "cicloalquilo sustituido”, "arilo sustituido”, "heteroarilo
sustituido" y "heterociclilo sustituido" indican que los anillos o sistemas anulares en cuestion estan sustituidos
adicionalmente con uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente del grupo que consiste en alquilo,
alcoxi, alquiltio, hidroxi, halégeno, haloalquilo, haloalquilcarbonilo, haloalcoxi (por ejemplo, trifluorometoxi), nitro,
alquilcarbonilo, alquenilcarbonilo, arilcarbonilo, heteroarilcarbonilo, arilo, arilalquilo, heteroalilo, heteroarilalquilo,
heterociclilo, heterocicloalquilo, nitrilo, alcoxicarbonilo, alcanoiloxi, alcanoiltio, y en el caso de cicloalquilo y heterociclilo,
0XO0.

Un compuesto preferido de la invencién es imiquimod:

NH,
N7 NN ,
@;I {

El Imiquimod es 1-(2-metil-propil)-1H-imidazo[4,5-c]-quinolin-4-amina. Tiene una formula molecular de C14H16N4
y un peso molecular de 240,3.

Un compuesto preferido de Férmula (XIIl) es resiquimod:

NH,
. CHs

AN N\ o—

Z N CH3

OH
CHs

El Resiquimod es 4-amino-2-etoximetil-alfa,alfa-dimetil-1H-imidazo[4,5-c]quinolino-1-etanol. (R-848; S-28463)

El compuesto de la invencion puede ser preparado mediante métodos conocidos, por ejemplo como se
describe en los documentos US-B1-6.245.776, US-A-4.689.338, US-A-5.389.640, US-A-5.268.376, US-A-4.929.624,
US-A-5.266.575, US-A-5.352.784, US-A-5.494.916, US-A-5.482.936, US-A-5.346.905, US-A-5.395.937, US-A-
5.238.944, US-A-5.525.612, US-B1-6.323.200, US-B1-6.331.539 y WO 99/29693.

El polinucleétido que codifica el antigeno puede estar en forma de una composicion de vacuna. El término
"composicién de vacuna" significa cualquier composicién farmacéutica que contiene polinucleétidos que codifican un
antigeno, cuya composicion se puede utilizar para prevenir o tratar una enfermedad o afeccion en un sujeto.

El compuesto es liberado tépicamente o transdérmicamente. Generalmente, semejante liberacion tépica sera
una liberaciéon transdérmica. El término liberacion "transdérmica” significa administracion intradérmica (p. €j., en la
dermis o epidermis), transdérmica (p. €j., "percutanea") y transmucosal, es decir, liberacion mediante el paso de un
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agente en o a traves de la piel o tejido mucoso. Véanse, por ejemplo, Transdermal Drug Delivery: Developmental Issues
and Research Initiatives, Had Graft y Guy (eds.), Marcel Dekker, Inc., (1989); Controlled Drug Delivery: Fundamentals
and Applications, Robinson y Lee (eds.), Marcel Dekker Inc., (1987); y Transdermal Delivery of Drugs, Vols. 1- 3,
Kydonieus y Berner (eds.), CRC Press, (1987).

De este modo, la liberacién topica o transdérmica abarca la liberacién de particulas desde un dispositivo de
liberacion de particulas (por ejemplo jeringa sin aguja) como se describe en la Patente de los Estados Unidos NUm.
5.630.796, asi como la liberacion mediada por particulas de portadores nicleo recubiertos como se describe en la
Patente de los Estados unidos NUm. 5.865.796,

Por "portador nicleo" se quiere significar una particula portadora sobre la cual se aplica como revestimiento un
acido nucleico (por ejemplo, ADN) con el fin de conferir un tamafio de particula concreto asi como una densidad
suficientemente elevada para lograr el momento requerido para la penetracién de la membrana celular, de manera que
el &cido nucleico se pueda liberar utilizando técnicas de liberacién mediadas por particulas, por ejemplo las descritas en
la Patente de los Estados Unidos Num. 5.100.792. Los portadores nucleo tipicamente incluyen materiales tales como
tungsteno, oro, platino, ferrita, poliestireno y latex. Véase, por ejemplo, Particle Bombardment Technology for Gene
Transfer, (1994) Yang, N. ed., Oxford University Press, Nueva York, NY paginas 10-11.

Por "dispositivo de liberacion de particulas", o "jeringa sin aguja”, se quiere significar un aparato que libera una
composiciéon particulada transdérmicamente, sin una aguja convencional que horade la piel. Los dispositivos de
liberacion de particulas para su uso en la presente invencion se comentan en todo este documento.

Por "antigeno" se quiere significar una molécula que contiene uno o mas epitopos que estimularan el sistema
inmunitario de un anfitrion para que elabore una respuesta inmunitaria especifica del antigeno celular, o una respuesta
humoral de anticuerpos. De este modo, los antigenos incluyen proteinas, polipéptidos, fragmentos de proteinas
antigénicas, oligosacaridos, polisacaridos, y similares. Ademas, el antigeno puede ser obtenido de cualquier organismo
0 patégeno conocido, por ejemplo virus, bacterias, parasitos, plantas, protozoos, u hongos, y puede ser un organismo
completo. El término también incluye antigenos tumorales. De un modo similar, también esta incluido en la definicion de
antigeno un oligonucleétido o polinucleétido que expresa un antigeno, por ejemplo en aplicaciones de inmunizacién con
ADN.

También estan incluidos los antigenos sintéticos, por ejemplo, poliepitopos, epitopos colindantes, y otros
antigenos recombinantes u obtenidos sintéticamente (Bergmann et al. (1993) Eur. J. Immunol. 23: 2777-2781;
Bergmann et al. (1996) J. Immunol.157: 3242-3249; Suhrbier, A. (1997) Immunol. y Cell Biol. 75: 402-408; Gardner et al.
(1998) 12° World AIDS Conference, Ginebra, Suiza, 28 de Junio-3 de Julio, 1998).

El término "péptido" se utiliza en su sentido mas amplio para hacer referencia a un compuesto de dos o mas
subunidades de aminoéacido, analogos de aminoacidos, u otros peptidomiméticos. Las subunidades pueden estar
conectadas por medio de enlaces peptidicos u otros enlaces, por ejemplo éster, éter, etc.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "aminoacido" hace referencia a aminoacidos naturales y/o
no naturales o sintéticos, incluyendo glicina y los isémeros épticos D o L, y los analogos de aminoacido y
peptidomiméticos. Un péptido de tres o mas aminoacidos se denomina comunmente oligopéptido si la cadena del
péptido es corta. Si la cadena del péptido es larga, el péptido se denomina tipicamente polipéptido o proteina.

El antigeno tipicamente comprende uno o mas epitopos de células T. "Los epitopos de células T" son
generalmente aquellos rasgos de la estructura de un péptido capaces de inducir una respuesta de las células T. Con
respecto a esto, se acepta en la técnica que los epitopos de las células T comprenden determinantes peptidicos lineales
que adoptan conformaciones ampliadas dentro de la hendidura de union al péptido de las moléculas del MHC, (Unanue
et al. (1987) Science 236: 551-557). Segun se utiliza en la presente memoria, un epitopo de las células T es
generalmente un péptido que tiene aproximadamente 8-15, preferiblemente 5-10 o més residuos de aminoécido.

El compuesto actia como coadyuvante. No obstante, también se pueden utilizar coadyuvantes adicionales en
el método de la invencién. Tipicamente, tales coadyuvantes adicionales se administran simultdneamente con el
polinucledtido que expresa el antigeno. Segun se utiliza en la presente memoria el término "coadyuvante" hace
referencia a cualquier material que potencie la acciéon de un farmaco, antigeno, polinucleétido, vector o similares.

De este modo, un ejemplo de un coadyuvante es una "citoquina". Segun se utiliza en la presente memoria, el
término "citoquina" hace referencia a uno cualquiera de los numerosos factores que ejercen una variedad de efectos
sobre las células, por ejemplo, induciendo crecimiento, proliferacion o maduracién. Ciertas citoquinas, por ejemplo
TRANCE, flt-3L, y CD40L, intensifican la capacidad inmunoestimuladora de las APC. Los ejemplos no limitantes de las
citoquinas que se pueden utilizar solas o combinadas incluyen, la interleuquina-2 (IL-2), el factor de células
totipotenciales (SCF), la interleuquina 3 (IL-3), la interleuquina 6 (IL-6), la interleuquina 12 (IL-12), el G-CSF, el factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), la interleuquina-1 alfa (IL-1 a), la interleuquina-11 (IL-
11), MIP-1a, el factor inhibidor de la leucemia (LIF), el ligando c-kit, la trombopoyetina (TPO), el ligando CD40 (CD40L),
la citoquina inducida por la activacién relacionada con el factor de necrosis tumoral (TRANCE) y el ligando flt3 (flt-3L).
Las citoquinas son asequibles comercialmente de diferentes proveedores tales como, por ejemplo, Genzim
(Framingham, MA), Genentech (South San Francisco, CA), Amgen (Thousy Oaks, CA), R & D Systems and Immunex
(Seattle, WA).

Las secuencias de muchas de estas moléculas también se encuentran disponibles, por ejemplo, de la base de
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datos GenBank. Se pretende, aunque no siempre se establece explicitamente, que las moléculas que tienen una
actividad biolégica similar a la de las citoquinas de tipo salvaje o purificadas (p. €j., producidas recombinantamente o
sus mutantes) y los acidos nucleicos que codifican estas moléculas sean utilizadas dentro del espiritu y el alcance de la
invencion.

Una composicion que contiene un antigeno seleccionado y un coadyuvante o una composicién de vacuna que
se co-administra con un coadyuvante, presenta una "inmunogenicidad incrementada” cuando posee una mayor
capacidad para lograr una respuesta inmunitaria que la respuesta inmunitaria lograda por una cantidad equivalente del
antigeno administrado sin el coadyuvante. De este modo, una composicibn de vacuna puede presentar
"inmunogenicidad incrementada” debido a que el antigeno es mas fuertemente inmunogénico o porque son necesarias
una dosis inferior o dosis mas pequefias de antigeno para lograr una respuesta inmunitaria en el sujeto al cual se
administra el antigeno.

Semejante inmunogenicidad incrementada puede ser determinada mediante la administracion de controles de
la composicién coadyuvante y antigeno a animales y comparando los titulos de anticuerpo y/o la inmunidad mediada por
células entre los dos utilizando andlisis convencionales tales como radioinmunoandlisis, ELISA, analisis de CTL, y
similares, bien conocidos en la técnica.

Los términos "molécula de acido nucleico" y "polinucledtido” se utilizan indistintamente y hacen referencia a
una forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, desoxirribonucleétidos o ribonucledétidos, o sus analogos. Los
ejemplos no limitantes de los polinucledtidos incluyen un gen, un fragmento génico, exones, intrones, ARN mensajero
(ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosémico, ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos
ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de
acido nucleico, y cebadores.

Un polinucledtido estd compuesto tipicamente por una secuencia especifica de cuatro bases nucleotidicas:
adenina (A); citosina (C); guanina (G); y timina (T) (uracilo (U) sustituye a timina (T) cuando el polinucleétido es ARN).
De este modo, el término secuencia de polinucleétidos es la representacion alfabética de una molécula de
polinucledtido. Esta representacion alfabética puede ser introducida en bases de datos en un ordenador que tenga una
unidad de procesamiento central y utilizada para aplicaciones bioinformaticas tales como la gendémica funcional y la
busqueda de homologia.

Un "gen" segun se utiliza en el contexto de la presente invencion es una secuencia de nucle6tidos de un &cido
nucleico genético (cromosoma, plasmido, etc.) con el cual estd asociada una funcion genética. Un gen es una unidad
hereditaria, por ejemplo de un organismo, que comprende una secuencia de polinucleétidos (p. €j., una secuencia de
ADN para mamiferos) que ocupa una localizacion fisica especifica (un "locus de un gen" o "locus genético") dentro del
genoma de un organismo. Un gen puede codificar un producto expresado, tal como un polipéptido o un polinucleétido
(p. ej., ARNt). Alternativamente, un gen puede definir una localizacidon gendmica para un evento/funcion concretos, tal
como la union de proteinas y/o acidos nucleicos (p. €]., sitios de anclaje de fagos), donde el gen no codifica un producto
expresado. Tipicamente, un gen incluye secuencias codificantes, tales como secuencias codificantes de polipéptidos, y
secuencias no codificantes, tales como secuencias promotoras, secuencias de poli-adenilacién, secuencias reguladoras
de la transcripcién (p. ej., secuencias intensificadoras). Muchos genes eucarifticos tienen "exones" (secuencias
codificantes) interrumpidas por “intrones" (secuencias no codificantes). En ciertos casos, un gen puede compartir
secuencias con otro gen u otros genes (por ejemplo, genes solapantes).

Una "secuencia codificante” o una secuencia que "codifica" un polipéptido seleccionado, es una molécula de
acido nucleico que es transcrita (en el caso del ADN) y traducida (en el caso del ARNm) a un polipéptido in vivo cuando
se coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas (o "elementos de control").

Los limites de la secuencia codificante estan determinados por un coddn de iniciacion en el extremo 5' (amino)
y un coddn de parada de la traduccion en el extremo 3' (carboxi). Una secuencia codificante puede incluir, pero no esta
limitada a, ADNc de ARNm viral, procariético o eucariético, secuencias de ADN gendémico de ADN viral o procariotico, e
incluso secuencias de ADN sintético. Una secuencia de terminacion de la transcripcion puede estar localizada 3' con
respecto a la secuencia codificante. La transcripcion y traduccion de las secuencias codificantes estan reguladas
tipicamente por "elementos de control", incluyendo, pero no limitados a, promotores de la transcripcion, elementos
intensificadores de la transcripcion, sefiales de terminacion de la transcripcion, secuencias de poliadenilacion
(localizadas 3' con respecto al codén de terminacién de la traduccién), secuencias para la optimizacion del inicio de la
traduccion (localizadas 5' con respecto a la secuencia codificante), y secuencias de terminacion de la traduccion.

Un "promotor" es una secuencia de nucleétidos que inicia la transcripcion de un polinucleétido de codifica un
polipéptido. Los promotores pueden incluir promotores inducibles (donde la expresidbn de una secuencia de
polinucledtidos conectada operablemente al promotor es inducida por un analito, cofactor, proteina reguladora, etc.),
promotores reprimibles (donde la expresion de una secuencia de polinucleétidos conectada operablemente al promotor
es reprimida por un analito, cofactor, proteina reguladora, etc.), y promotores constitutivos. Ademas, tales promotores
también tienen especificidad de tejido.

Se pretende que el término "promotor” o "elemento de control" incluya regiones promotoras completas y
segmentos funcionales (p. ej., controle la transcripcion o la traduccién) de estas regiones. El promotor presente en el
polinucledtido que es capaz de expresar el antigeno es generalmente capaz de causar la expresion de la secuencia
codificante en una célula que se encuentra en las cercanias de la piel.
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El polinucledtido capaz de expresar el antigeno puede ser liberado en forma de un vector. Un "vector" es capaz
de transferir secuencias génicas a células diana (p. €j., vectores virales, vectores no virales, portadores particulados, y
liposomas). Tipicamente, "constructo vector", "vector de expresién", y "vector de transferencia génica" representan un
constructo de acido nucleico capaz de dirigir la expresion de un gen de interés y que puede transferir secuencias
génicas a células diana. De este modo, el término incluye vehiculos de clonacion y expresion, asi como vectores virales.

Una molécula de "polinucleétido aislada™ es una molécula separada y discreta de acido nucleico del organismo
completo en el cual se encuentra la molécula en la naturaleza; o una molécula de acido nucleico privada, en su totalidad
0 en parte, de secuencias normalmente asociadas con ella en la naturaleza; o una secuencia, como se encuentra en la
naturaleza, pero que tiene secuencias heterélogas (como se define mas abajo) asociadas con ella.

"Conectado operablemente” hace referencia a una disposicién de elementos en la que los componentes asi
descritos estan configurados de manera que realizan su funcién habitual. De este modo, un promotor dado que esta
conectado operablemente a una secuencia codificante (p. €j., un antigeno de interés) es capaz de llevar a cabo la
expresion de la secuencia codificante cuando las proteinas reguladoras y las enzimas apropiadas estan presentes. En
algunos casos, no es necesario que ciertos elementos de control estén contiguos a la secuencia codificante, con tal que
funcionen dirigiendo la expresion del mismo. Por ejemplo, pueden estar presentes secuencias intermedias transcritas no
traducidas aun entre la secuencia promotora y la secuencia codificante y la secuencia promotora todavia puede
considerarse "conectada operablemente" a la secuencia codificante.

"Recombinante” segun se utiliza en la presente memoria para describir una molécula de &cido nucleico significa
un polinucleétido de origen genémico, ADNc, semisintético, o sintético que, en virtud de su origen o manipulacién: (1) no
esta asociado con todo o parte del polinucleétido con el cual esta asociado en la naturaleza; y/o (2) esté conectado con
un polinucledtido distinto de aquel al cual esta conectado en la naturaleza. El término "recombinante” segun se utiliza
con respecto a una proteina o polipéptido significa un polipéptido producido por la expresion de un polinucleétido
recombinante.

Los antigenos proteicos pueden tener homologia y/o identidad de secuencia con antigenos de origen natural,
tales como cualquiera de los antigenos mencionados en la presente memoria. De un modo similar los polinucleétidos
capaces de expresar el antigeno tendrdn una secuencia que tenga homologia y/o identidad de secuencia con
secuencias de origen natural, tales como aquellas que codifican los antigenos mencionados en la presente memoria.
Los mecanismos para determinar la "identidad de secuencia" de acidos nucleicos y aminoacidos son conocidos en la
técnica. Tipicamente, tales técnicas incluyen la determinacién de la secuencia de nucleétidos del ARNm para un gen
y/o la determinacién de la secuencia de aminoacidos codificada de ese modo, y la comparaciéon de estas secuencias
con una segunda secuencia de nucleétidos o aminoacidos.

En general, "identidad" hace referencia a una correspondencia nucleétido-a-nucledtido o aminoacido-a-
aminoacido exacta de dos secuencias de polinucleétidos o polipéptidos, respectivamente. Dos 0 mas secuencias
(polinucledtido o aminoéacido) se pueden comparar determinando su “"porcentaje de identidad". El porcentaje de
identidad de dos secuencias, ya sean secuencias de &cido nucleico o de aminoacidos, es el numero de
emparejamientos exactos entre dos secuencias alineadas dividido por la longitud de la secuencias mas corta y
multiplicado por 100.

Un alineamiento aproximado para secuencias de &cido nucleico es proporcionado por el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Advances in Applied Mathematics 2: 482-489 (1981). Este algoritmo se puede
aplicar a secuencias de aminoacidos utilizando la matriz de puntuacion desarrollada por Dayhoff, Atlas of Protein
Sequences and Structure, M. O. Dayhoff ed., 5 supl. 3: 353-358, National Biomedical Research Foundation,
Washington, D. C., USA, y normalizado por Gribskov, Nucl. Acids Res. 14 (6): 6745-6763 (1986). Una implementacion
ilustrativa de este algoritmo para determinar el porcentaje de identidad de una secuencia es proporcionada por el
Genetics Computer Group (Madison, WI) en la aplicacion de utilidad "BestFit". Los parametros por defecto para este
método se describen en el Wisconsin Sequence Analysis PackageProgram Manual, Version 8 (1995) (asequible de
Genetics Computer Grupo, Madison, WI). Un método preferido de establecimiento del porcentaje de identidad en el
contexto de la presente invencién es la utilizacion del paquete de programas MPSRCH con derechos de autor para la
Universidad de Edinburgh, desarrollado por John F. Collins y Shane S. Sturrok, y distribuido por IntelliGenetics, Inc.
(Mountain View, CA). A partir de este juego de paquetes se puede emplear el algoritmo de Smith-Waterman donde se
utilizan los pardmetros por defecto para la tabla de puntuacién (por ejemplo, penalizacién por apertura del espacio de
12, penalizacién por extension del espacio de uno, y un espacio de seis). A partir de los datos generados el valor
"Emparejado” refleja una "identidad de secuencia". Otros programas adecuados para calcular el porcentaje de identidad
o similitud entre secuencias son generalmente conocidos en la técnica, por ejemplo, otro programa de alineamiento es
BLAST, utilizado con parametros por defecto. Por ejemplo, BLASTN y BLASTP pueden ser empleados utilizando los
siguientes parametros por defecto: cédigo genético = convencional; filtro = ninguno; hebra = ambas; corte = 60;
esperanza = 10; Matriz = BLOSUMG62; Descripciones = 50 secuencias; clasificado por = PUNTUACION ALTA; Bases de
datos = no redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + traducciones GenBank CDS + proteina Swiss + Spupdate
+ PIR. Los detalles de estos programas se pueden encontrar en la siguiente direccion de internet: http://www. nchi. nim.
gov/cgi-bin/BLAST.

Alternativamente, la homologia se puede determinar mediante hibridaciéon de polinucleétidos en condiciones
que forman diplex estables entre regiones homologas, seguido de digestién con una o varias nucleasas especificas de
hebras sencillas, y determinacion del tamafio de los fragmentos digeridos. Dos secuencias de ADN o de polipéptidos
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son "sustancialmente homdlogas" entre si cuando las secuencias muestran una identidad de secuencia de al menos
aproximadamente 80%-85%, preferiblemente al menos aproximadamente 90%, y muy preferiblemente al menos
aproximadamente 95%-98% a lo largo de una longitud definida de las moléculas, determinada utilizando los métodos
anteriores.

Segun se utiliza en la presente memoria, sustancialmente homoélogo también hace referencia a secuencias que
muestran una identidad completa con la secuencia de ADN o polipéptido especificada. Las secuencias de ADN que son
sustancialmente homodlogas pueden ser identificadas en un experimento de hibridacion de Southern, por ejemplo, en
condiciones restrictivas, definidas para ese sistema concreto. Por ejemplo, las condiciones de hibridacion restrictivas
pueden incluir formamida al 50%, 5x Solucion de Denhardt, 5x SSC, SDS al 0,1%y 100 pg/ml de ADN de esperma de
salmoén desnaturalizado y las condiciones de lavado pueden incluir 2x SSC, SDS al 0,1% a 37°C seguido de 1x SSC,
SDS al 0,1% a 68°C. La definicion de las condiciones de hibridacion apropiadas esta dentro del conocimiento practico
de la técnica. Véase, p. €j., Sambrook et al., mas arriba; DNA Cloning, mas arriba; Nucleic Acid Hybridization, mas
arriba.

Segun se utiliza en la presente memoria, el término "tratamiento" incluye cualquiera de los siguientes: la
prevencion de infeccion o reinfeccion; la reduccion o eliminacion de sintomas; y la reduccion o eliminacién completa de
un patogeno. El tratamiento se puede llevar a cabo profilacticamente (antes de la infeccién) o terapéuticamente
(después de la infeccion). Una "cantidad eficaz" es una cantidad suficiente para producir efectos beneficiosos o
deseados. Una cantidad eficaz se puede administrar en una o mas administraciones, aplicaciones o dosificaciones. El
término "co-administrar" o "co-administracion" hace referencia a la administracién de al menos dos sustancias. La co-
administraciéon se puede lograr mediante la administracién de las sustancias concurrentemente o en diferentes
momentos. Ademas, la co-administracion incluye la liberacién utilizando uno o mas métodos de liberacion.

La invencién se lleva a cabo con el fin de estimular una respuesta inmunitaria adecuada. Por respuesta
inmunitaria adecuada, se quiere significar que la invencién puede ocasionar en un sujeto una respuesta inmunitaria
caracterizada por la produccion de linfocitos T especificos para un antigeno, donde la respuesta inmunitaria puede
proteger al sujeto frente a una posterior infeccion con cepas homdlogas o heterélogas del patdgeno relevante, reducir la
carga de patogeno, ocasionar la resolucién de una infeccion en una cantidad de tiempo mas corta con respecto a un
sujeto no inmunizado, o evitar o reducir la manifestacion clinica de los sintomas de una enfermedad.

El sujeto sobre el cual se lleva a cabo la invencidon es generalmente un sujeto vertebrado. Por "sujeto
vertebrado" se quiere significar cualquier miembro del subfilum cordata, particularmente mamiferos, incluyendo, sin
limitacion, seres humanos y otros primates, asi como roedores, tales como ratones y ratas. El término no indica una
edad concreta. De este modo, se pretende abarcar tanto individuos adultos como recién nacidos. En una realizacion el
sujeto es susceptible de o se encuentra en riesgo de la enfermedad relevante.

Un polinucledtido que es capaz de expresar un antigeno también se denomina vacuna de ADN (aunque como
resulta evidente a partir de la descripcion de la presente memoria ésta puede consistir en un polinucledtido distinto de
ADN). Las vacunas de ADN consisten generalmente en un plasmido que codifica un antigeno relevante para la sintesis
de novo por células presentes en un tejido elegido como diana. Generalmente se utilizan promotores virales, p. €j., €l
promotor de Citomegalovirus (CMV), en constructos plasmidicos para vacunas de ADN para dirigir la expresion del
antigeno. Se ha demostrado que la liberacion de estos plasmidos con vacunas de ADN, tanto en forma "desnuda” como
anclada a particulas, logra respuestas inmunitarias tanto humorales como mediadas por células. (Véanse, p. €j., Wang
et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 4156-4160; Tang et al. (1992) Nature 356: 152-154; Fynan, mas arriba).

Los polinucleétidos pueden ser introducidos en células in vivo mediante, por ejemplo, transfeccién o mediante
recubrimiento con polinucleétidos de particulas y administraciéon de las particulas recubiertas a las células.
Alternativamente, los polinucleétidos pueden ser proporcionados en forma particulada (p. ej., polvo), comentada en
detalle més abajo y en la descripcién de las Publicaciones Internacionales Numeros WO 97/48485 y WO 98/10750.

De este modo, la invencion logra una respuesta inmunitaria, incluyendo una respuesta de CTL (tipicamente una
respuesta de células T CD8), en un sujeto vertebrado mediante la administracion de un antigeno seleccionado o un
polinucledtido que codifica un antigeno seleccionado, donde el antigeno que codifica la secuencia esta conectado
operablemente a un elemento regulador capaz de ocasionar la expresion de la secuencia codificante.

Antigenos

Los métodos descritos en la presente memoria logran una respuesta inmunitaria frente a una amplia variedad
de antigenos para el tratamiento y/o prevencién de numerosas afecciones incluyendo, pero no limitadas a, cancer,
alergias, toxicidad e infeccidn por patdgenos tales como virus, bacterias, hongos, y otros organismos patogénicos.

Los antigenos virales adecuados para su uso en la presente invencién incluyen, pero no estan limitados a,
aquellos obtenidos o derivados de la familia de virus de la hepatitis, incluyendo el virus de la hepatitis A (HAV), el virus
de la hepatitis B (HBV), el virus de la hepatitis C (HCV), el virus de la hepatitis delta (HDV), el virus de la hepatitis E
(HEV) y el virus de la hepatitis G (HGV). Véanse, p. €j., las Publicaciones Internacionales Nums. WO 89/04669; WO
90/11089; y WO 90/14436. El genoma de HCV codifica varias proteinas virales, incluyendo E1 y E2. Véase, p. €],
Houghton et al. (1991) Hepatology 14: 381-388. Las moléculas de acido nucleico que contienen secuencias que
codifican estas proteinas, asi como sus fragmentos antigénicos, encontraran uso en los presentes métodos. De un
modo similar, la secuencia codificante para el antigeno 8 de HDV es conocida (véase, p. €j., Patente de los Estados
Unidos Num. 5.378.814).
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De una manera similar, se pueden utilizar una amplia variedad de proteinas de la familia de herpesvirus como
antigenos en la presente invencion, incluyendo proteinas derivadas del virus del herpes simplex (HSV) tipos 1y 2, tales
como las glicoproteinas gB, gD y gH de HSV-1 y HSV-2; los antigenos del virus varicela zoster (VZV), el virus de
Epstein-Barr (EBV) y citomegalovirus (CMV) incluyendo gB y gH de CMV; y antigenos de otros herpes virus humanos
tales como HHV6 y HHV7, (Véanse, p. ej. Chee et al. (1990) Cytomegaloviruses (J. K. McDougall, ed., Springer Verlag,
pags. 125-169; McGeoch et al. (1988) J. Gen. Virol. 69: 1531-1574; Patente de los Estados Unidos Nim. 5,171,568;
Baer et al. (1984) Nature 310: 207-211; y Davison et al. (1986) J. Gen. Viol. 67: 1759-1816). Se conocen y han sido
referidos antigenos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), tales como las moléculas gp120 para una multitud
de productos aislados de VIH-1y VIH-2, incluyendo miembros de los diferentes subtipos genéticos de VIH (véanse, p.
ej., Myers et al., Los Alamos Database, Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, Nuevo Méjico (1992); y Modrow et
al. (1987) J. Virol. 61: 570-578) y las secuencias de acido nucleico que contienen antigenos derivadas u obtenidas a
partir de cualquiera de estos productos aislados encontraran uso en la presente invencion.

Ademas, otras proteinas inmunogénicas derivadas u obtenidas de cualquiera de los diferentes productos
aislados de HIV encontraran uso en la presente memoria, incluyendo secuencias que codifican una o mas de las
diferentes proteinas de la envoltura tales como gap 160 y gp41, antigenos gag tales como p24gag y p55gag, asi como
proteinas derivadas de las regiones pol, env, tat, vif, rev, nef, vpr, vpu y LTR de VIH.

Los antigenos derivados u obtenidos de otros virus también encontrardn uso en la presente memoria, tales
como sin limitacion, los antigenos de miembros de las familias Picornaviridae (p. €j., poliovirus, rhinovirus, etc.);
Caliciviridae; Togaviridae (p. ej., virus de la rubéola, virus del dengue, etc.); Flaviviridae; Coronaviridae; Reoviridae (p.
ej., rotavirus, etc.); Bimaviridae; Rhabodoviridae (p. €j., virus de la rabia, etc.); Orthomyxoviridae (p. ej., virus de
influenza tipos A, By C, etc.); Filoviridae; Paramyxoviridae (por ejemplo, virus de las paperas, virus del sarampién, virus
respiratorio sincitial, virus de la parainfluenza, etc.); Bunyaviridae; Arenaviridae; Retroviradae (p. ej., HTLV-I; HTLV-II;
VIH-1 (también como HTLV-IIIl, LAV, ARV, hTLR, etc.)), incluyendo pero no limitados a antigenos de los productos
aislados HIVillb, HIVSF2, HTVLAV, HIVLAI, HIVMN); HIV-1CM235, HIV-1 ; HIV-2, entre otros; virus de la
inmunodeficiencia de simios (VIS); Papilomavirus, virus de la encefalitis transmitida por garrapatas; y similares. Véanse,
p. €j. Virology, 3" Edicion (W. K. Joklik ed. 1988); Fundamental Virology, 22 Edicién (B. N. Fields y D. M. Knipe, eds.
1991), para una descripcion de estos y otros virus.

En algunos contextos, puede ser preferible que el antigeno seleccionado se obtenga o derive de un patégeno
viral que tipicamente penetra en el organismo por medio de una superficie mucosa y se sabe que causa 0 esta asociado
con una enfermedad humana, tal como, pero no limitada a, VIH (SIDA), virus de influenza (Gripe), virus herpes simplex
(infeccion genital, herpes labiales, ETS), rotavirus (diarrea), virus parainfluenza (infecciones respiratorias), poliovirus
(poliomielitis), virus respiratorio sincitial (infecciones respiratorias), virus del sarampion y paperas (sarampion, paperas),
virus de rubéola (rubéola), y rinovirus (resfriado comun).

Los antigenos bacterianos y parasiticos pueden ser obtenidos o derivados de agentes causales conocidos
responsables de enfermedades incluyendo, pero no limitados a, Difteria, Tosferina, Tétanos, Tuberculosis, Pneumonia
Bacteriana o Fungica, Otitis Media, Gonorrea, Codlera, Tifus, Meningitis, Mononucleosis, Peste, Shigelosis o
Salmonelosis, Enfermedad del Legionario, Enfermedad de Lyme, Lepra, Malaria, Anquilostomiasis, Oncocerquiasis,
Esquistosomiasis, Tripanosomiasis, Leismaniasis, Giardiasis, Amebiasis, Filariasis, Borreliosis, y Triquinosis. Se pueden
obtener o derivar antigenos adicionales de patégenos no convencionales tales como los agentes causantes del kuru, la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD), el scrapie, la enfermedad transmisible del vison, y las enfermedades cronicas
debilitantes, o de particulas infecciosas proteinaceas tales como priones que estan asociados con la enfermedad de las
vacas locas.

Los patégenos especificos a partir de los cuales se pueden obtener antigenos incluyen M. tuberculosis,
Chlamydia, N. gonorrhoeae, Shigella, Salmonella, Vibrio Cholera, Treponema pallidum, Pseudomonas, Bordetella
pertussis, Brucella, Franciscella tulorensis, Helicobacter pilori, Leptospira interrogaus, Legionella pneumophila, Yersinia
pestis, Streptococcus (tipos A y B), Pneumococcus, Meningococcus, Hemophilus influenza (tipo b), Toxoplasma gondic,
Complilobacteriosis, Moraxella catarrthalis, Donovanosis, y Actinomycosis; patdgenos fungicos incluyendo Candidiasis y
Aspergillosis; patégenos parasiticos incluyendo Taenia, Trematodos, Nematodos, Amebiasis, Giardiasis,
Cryptosporidium, Schistosoma, Pneumocystis carinii, Tricomoniasis y Triquinosis. De este modo, la presente invencion
también puede ser utilizada para proporcionar una respuesta inmunitaria adecuada frente a numerosas enfermedades
veterinarias, tales como la Fiebre Aftosa, Coronavirus, Pasteurella multocida, Helicobacter, Strongilus vulgaris,
Actinobacillus pleuropneumonia, virus de la diarrea viral bovina (BVDV), Klebsiella pneumoniae, E. coli, Bordetella
pertussis, Bordetella parapertussis y bronchiseptica.

Tipicamente, se utiliza una secuencia de nucleétido correspondiente a (que codifica) uno o mas de los
antigenos enumerados antes en la produccion de los polinucleétidos, como se describe mas abajo.

Aislamiento de Genes y Construcciéon de Polinucleétidos

Los polinucleétidos de la invencion codifican al menos un antigeno (por ejemplo, antigenos derivados de y/o
expresados por virus, bacterias, hongos, gusanos, toxinas, alergenos o células cancerosas) conectados operablemente
a un promotor, tal como un promotor viral, no viral, especifico de una célula o tejido (p. ej., un promotor derivado de un
elemento regulador que controla la transcripcion de una secuencia en células de la especie del sujeto que se va a
vacunar).
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Estos polinucledtidos son Utiles para lograr una respuesta inmunitaria al antigeno o los antigenos,
particularmente la activacion de linfocitos T. Las secuencias de nucleétidos seleccionadas para su uso en la presente
invencién pueden derivar de fuentes conocidas, por ejemplo, aislando las mismas de células que contienen un gen o
secuencia de nucleétidos deseados utilizando técnicas convencionales.

De un modo similar, se pueden generar sintéticamente secuencias de nucledtidos utilizando modos
convencionales de sintesis de polinucle6tidos que son bien conocidos en la técnica. Véanse, p. €j., Edge et al. (1981)
Nature 292:756-762; Nambair et al. (1994) Science 223:1299-1301; Jay et al. (1984) J. Biol. Chem. 259: 6311-6317,
Generalmente, se pueden preparar oligonucledtidos sintéticos mediante el método del fosfotriéster como describen
Edge et al., mas arriba, y Duckworth et al. (1981) Nucleic Acids Res. 9: 1691-1706, o el método de la fosforamidita como
describen Beaucage et al.(1981) Tet. Letts. 22:1859, y Matteucci et al. (1981) J. Am. Chem. Soc. 103:3185. También se
pueden preparar oligonucledtidos sintéticos utilizando sintetizadores de oligonucleétidos automatizados asequibles
comercialmente. Las secuencias de nucleétidos pueden ser disefiadas de este modo con codones apropiados para una
secuencia de aminoacidos concreta.

En general, se seleccionaran los codones preferidos para su expresién en el anfitrion deseado. La secuencia
competa se ensambla a partir de oligonucleétidos solapantes preparados mediante métodos convencionales y se
ensamblan en una secuencia codificante completa. Véanse, p. €j., Edge et al. (més arriba); Nambair et al. (més arriba) y
Jay et al. (mas arriba). Otro método para obtener secuencias de acido nucleico para su uso en la presente memoria es
mediante medios recombinantes. De este modo, se puede separar mediante corte una secuencia de nucle6tidos
deseada de un plasmido que la porta utilizando enzimas de restriccion y procedimientos convencionales.

La escision especifica del sitio se realiza tratando con la enzima (0 enzimas) de restricciobn adecuada en
condiciones que son generalmente conocidas en la técnica, y cuyos detalles son especificados por los fabricantes de las
enzimas de restriccion asequibles comercialmente. Si se desea, se puede llevar a cabo la separacién por tamafios de
los fragmentos escindidos por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida o gel de agarosa utilizando técnicas
convencionales.

Los fragmentos de restriccién escindidos se pueden volver de extremos romos tratando con el fragmento
grande de la ADN polimerasa | de E. coli (Klenow) en presencia de los cuatro desoxinucleottido-trifosfatos (dNTP)
utilizando técnicas convencionales. El fragmento de Klenow rellena los salientes de hebra sencilla 5' pero digiere las
hebras sencillas 3' sobresalientes, incluso aunque estén presentes los cuatro dNTP. Si se desea, se puede realizar una
reparacion selectiva suministrando solamente uno, o varios, dNTP seleccionados dentro de las limitaciones dictadas por
la naturaleza del saliente. Tras el tratamiento con Klenow, se puede extraer la mezcla p. ej. con fenol/cloroformo, y
precipitar con etanol.

El tratamiento en las condiciones apropiadas con la nucleasa S1 o BAL-31 da como resultado la hidrélisis de
cualquier porcion de hebra sencilla.

Otro método conveniente mas para aislar moléculas de acido nucleico especificas es mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Mullis et al. (1987) Methods Enzymol. 155: 335-350. Este mecanismo utiliza la ADN
polimerasa, normalmente una ADN polimerasa termoestable, para replicar una region deseada de ADN. La region de
ADN que se va a replicar es identificada mediante oligonucledtidos de secuencia especificada complementaria a los
extremos opuestos y las hebras opuestas del ADN deseado para cebar la reaccion de replicacion. El producto de la
primera ronda de replicacion es a su vez un molde para la siguiente replicacion, de este modo ciclos sucesivos repetidos
de replicacién dan como resultado una amplificacion geométrica del fragmento de ADN delimitado por el par de
cebadores utilizado. Este método también permite una facil adicion de secuencias de nucleétidos a los extremos del
producto de ADN incorporando estas secuencias afiadidas sobre los cebadores oligonucleotidicos (véase, p. €j., PCR
Protocols, A Guide to Methods and Applications, Innis et al (eds) Harcourt Brace Jovanovich Publishers, NY (1994)). Las
condiciones de PCR utilizadas para cada reaccion de amplificacion se determinan empiricamente. Numerosos
parametros influyen en el éxito de la reaccion. Entre ellos estan la temperatura y el tiempo de recocido, el tiempo de
extension, la concentracion de Mg2+ y ATP, el pH, y la concentracion relativa de cebadores, moldes, y
desoxirribonucledtidos.

Una vez que han sido preparadas o aisladas las secuencias codificantes para las proteinas deseadas, tales
secuencias pueden ser clonadas en cualquier vector o replicon adecuado. Numerosos vectores de clonacién son
conocidos por los expertos en la técnica, y la seleccién de un vector de clonacién apropiado es una cuestion de
eleccion. Las ligaciones con otras secuencias se realizan utilizando procedimientos convencionales, conocidos en la
técnica.

Como se describe con detalle mas abajo, las secuencias de nucleétidos seleccionadas pueden ser colocadas
bajo el control de secuencias reguladoras tales como un promotor, de manera que la secuencia que codifica la proteina
deseada es transcrita a ARN en el tejido anfitrion transformado por un vector que contiene este constructo de expresion.

Promotores

La expresion de un antigeno seleccionado en un polinucleétido utilizado en la invencion es dirigida por un
promotor, tal como un promotor especifico de una célula (o tejido) viral, no viral, preferiblemente de mamifero. En una
realizacion preferida, ademas de promotores, puede ser deseable afiadir otras secuencias reguladoras que permiten la
regulacion de la expresién de secuencias de proteina codificadas por las secuencias de nucleétidos liberadas. Los
expertos en la técnica conocen secuencias reguladoras adicionales adecuadas, y los ejemplos incluyen aquellas que

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2355714 T3

hacen que la expresion de una secuencia codificante se active o desactive en respuesta a un estimulo quimico o fisico,
incluyendo la presencia de un compuesto regulador. Otros tipos de elementos reguladores pueden estar presentes
también en el vector, por ejemplo, secuencias intensificadoras.

Se construye un vector de expresion de manera que la secuencia codificante concreta esté localizada en el
vector con las secuencias reguladoras apropiadas de manera que la situacién y la orientacion de la secuencia
codificante con respecto a las secuencias de control permitan que la secuencia codificante sea transcrita bajo el
"control" de las secuencias de control (esto es, la ARN polimerasa, que se une a la molécula de ADN en las secuencias
de control, transcribe la secuencia codificante). La modificacion de las secuencias que codifican esta proteina concreta
de interés puede ser deseable para lograr este fin. Por ejemplo, en algunos casos puede ser necesario modificar la
secuencia de manera que ésta sea anclada a las secuencias de control con la orientacién apropiada; esto es, para
mantener el marco de lectura. Las secuencias de control y otras secuencias reguladoras pueden ser ligadas a la
secuencia codificante antes de la insercién en un vector.

Alternativamente, la secuencia codificante puede ser clonada directamente en un vector de expresion que ya
contiene las secuencias de control y un sitio de restriccion apropiado.

Generalmente, las moléculas de acido nucleico utilizadas en los métodos sujeto contienen regiones
codificantes con secuencias de control adecuadas y, opcionalmente, secuencias de nucleétidos auxiliares que codifican
citoquinas u otros polipéptidos intensificadores de la inmunidad. Las moléculas de &cido nucleico se preparan
generalmente en forma de vectores que incluyen los elementos necesarios para dirigir la transcripcion y la traduccion en
una célula receptora.

Coadyuvantes

Con el fin de aumentar la respuesta inmunitaria en un sujeto, las composiciones y métodos descritos en la
presente memoria pueden incluir adicionalmente sustancias auxiliares/coadyuvantes asi como los compuestos de la
invencion, tales como agentes farmacoldgicos, citoquinas, o similares. Los coadyuvantes adecuados incluyen cualquier
sustancia que intensifique la respuesta inmunitaria del sujeto al antigeno (incluyendo cuando es liberado por el
polinucledtido de la invencion). Pueden intensificar la respuesta inmunitaria afectando a numerosas rutas, por ejemplo,
estabilizando el complejo antigeno/MHC, haciendo que se encuentre presente sobre la superficie celular mas complejo
antigeno/MHC, intensificando la maduraciéon de las APC, o prolongando la vida de las APC (p. €j., inhibiendo la
apoptosis). Como se ha descrito en la presente memoria, estas citoquinas, liberadas en forma de péptidos o de
polinucledtidos que codifican los péptidos funcionales, también son Utiles para lograr respuestas inmunitarias.

Se pueden co-administrar secuencias de acido nucleico auxiliares que codifican péptidos conocidos para
estimular, modificar, o modular la respuesta inmunitaria de un anfitrién (p. ej., citoquinas), en forma de polinucleétidos
con los polinucledtidos que codifican antigenos o los antigenos peptidicos descritos mas arriba. Estos nucledtidos se
pueden administrar en el mismo vector que porta la secuencia codificante del antigeno, o, alternativamente en un vector
separado. En algunos casos, puede ser deseable disefiar un polinucleétido en el que tanto la secuencia codificante del
antigeno como la secuencia codificante del coadyuvante estén bajo el control del mismo promotor.

Administracién de Polinucleétidos y Coadyuvantes

Los polinucledtidos, coadyuvantes y sustancias auxiliares (incluyendo el compuesto de la invencién) descritos
en la presente memoria pueden ser administrados mediante cualquier método adecuado (aunque el compuesto de la
invencion se administre tOpicamente o transdérmicamente). En una realizacion preferida, descrita mas abajo, se
administran aplicandolos como recubrimiento sobre particulas y después administrando las particulas al sujeto o las
células. No obstante, también pueden ser liberados utilizando un vector viral como los conocidos en la técnica, o
utilizando sistemas no virales, como se describe por ejemplo en la Patente de los Estados Unidos NUm. 5.589.466.

Vectores Virales

Se han utilizado numerosos sistemas basados en virus para la liberacién de genes. Por ejemplo, se conocen
sistemas retrovirales y generalmente emplean lineas de empaquetamiento que tienen un provirus defectuoso integrado
(el "colaborador") que expresa todos los genes del virus, conocidos como largas repeticiones terminales (LTR). El gen
de interés puede ser insertado en el vector y empaquetado en las cubiertas virales sintetizadas por el colaborador
retroviral. El virus recombinante puede ser aislado después y liberado al sujeto. (Véase, p. €j., la Patente de los Estados
Unidos Num. 5.219.740). Los vectores retrovirales representativos incluyen pero no estan limitados a vectores tales
como los vectores LHL, N2, LNSAL, LSHL y LHL2 descritos p. €j., en la Patente de los Estados Unidos Nim. 5.219.740
asi como los derivados de estos vectores, tales como el vector N2 modificado descrito en la presente memoria. Los
vectores retrovirales pueden ser construidos utilizando mecanismos bien conocidos en la técnica. Véase, p. €j., la
Patente de los Estados Unidos NUum. 5.219.740; Mann et al. (1983) Cell 33: 153-159.

Se han desarrollado sistemas basados en adenovirus para la liberacion de genes y son adecuados para liberar
los polinucledtidos descritos en la presente memoria. Los adenovirus humanos son virus con ADN de doble hebra que
se introducen en las células por medio de endocitosis mediada por receptores. Estos virus estan particularmente bien
adaptados para la transferencia de genes porque son faciles de desarrollar y manipular y muestran una amplia gama de
anfitriones in vivo e in vitro. Por ejemplo, los adenovirus pueden infectar células humanas de origen hematopoyético,
linfoide y mieloide. Ademas, los adenovirus infectan células diana quiescentes asi como replicantes. A diferencia de los
retrovirus que se integran en el genoma del anfitrion, los adenovirus persisten extracromosémicamente minimizando de
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este modo los riesgos asociados con la mutagénesis insercional. El virus es producido facilmente a titulos elevados y es
estable de manera que puede ser purificado y almacenado. Incluso en la forma de replicacion competente, los
adenovirus ocasionan solamente un bajo nivel de morbilidad y no estan asociados con malignidades humanas. Por lo
tanto, se han desarrollado vectores de adenovirus que hacen uso de estas ventajas. Para una descripcion de los
vectores de adenovirus y sus usos véanse, p. €j., Haj-Ahmad y Graham (1986) J. Virol. 57: 267-274; Bett et al. (1993) J.
Virol. 67:5911-5921; Mittereder et al. (1994) Human Gene Therapy 5:717-729; Seth et al. (1994) J. Virol. 68:933-940;
Barr et al. (1994) Gene Therapy 1:51-58; Berkner, K. L. (1988) BioTechniques 6: 616-629; Rich et al. (1993) Human
Gene Therapy 4: 461-476,

También se pueden utilizar vectores virales adeno-asociados (AAV) para administrar los polinucleétidos
descritos en la presente memoria. Los vectores AAV pueden ser obtenidos de cualquier serotipo de AAV, incluyendo sin
limitacion, AAV-1, AAV-2, AAV-3, AAV-4, AAV5, AAVX7, etc. Los vectores de AAV pueden tener uno o mas de los
genes de AAV de tipo salvaje suprimidos en su totalidad o en parte, preferiblemente los genes rep y/o cap, pero
conservan una 0 mas secuencias terminales invertidas (ITR) colindantes. Las secuencias ITR funcionales son
necesarias para el rescate, replicacion y empaquetamiento del virion de AAV. De este modo, un vector de AAV incluye
al menos aquellas secuencias requeridas en cis para la replicacion y empaquetamiento (p. €j., ITR funcionales) del
virus. No es necesario que la secuencia ITR sea la secuencia de nucleétidos de tipo salvaje, y puede ser alterada, p. €j.,
mediante la insercion, delecién o sustitucion de nucleétidos, con tal que la secuencia proporcione un rescate, replicacion
y empaquetamiento funcionales.

Los vectores de expresion de AAV se construyen utilizando técnicas conocidas para proporcionar al menos
como componentes conectados operativamente en la direccion de la transcripcion, elementos de control incluyendo una
regién de inicio de la transcripcion, el ADN de interés y una regién de terminacién de la transcripcion. Los elementos de
control se seleccionan para que sean funcionales en una célula de mamifero. El constructo resultante que contiene los
componentes conectados operativamente esta unido (5' y 3') con secuencias ITR de AAV funcionales. Los constructos
de AAV adecuados pueden ser disefiados utilizando mecanismos bien conocidos en la técnica. Véanse, p. €j., las
Patentes de los Estados Unidos NUums. 5.173.414 y 5.139.941; las Publicaciones Internacionales Niums. WO 92/01070
(publicada el 23 de Enero de 1992) y WO 93/03769 (publicada el 4 de Marzo de 1993); Lebkowski et al. (1988) Molec.
Cell. Biol. 8:3988-3996; Vincent et al. (1990) Vaccines 90 (Cold Spring Harbor Laboratory Press); Carter, B. J. (1992)
Current Opinion en Biotechnology 3: 533539; Muzyczka, N. (1992) Current Topics in Microbiol. and Immunol. 158: 97-
129; Kotin, R. M. (1994) Human Gene Therapy 5:793-801; Shelling y Smith (1994) Gene Therapy 1: 165-169; y Zhou et
al. (1994) J. Exp. Med. 179: 18671875,

Preparaciones Farmacéuticas

La formulacion de una preparacion que comprende los polinucleétidos, con o sin adicion de una composicion
coadyuvante, o la formulacién del compuesto se pueden llevar a cabo utilizando quimicas y metodologias de
formulacion farmacéutica convencionales, todas las cuales son facilmente asequibles por los expertos en la técnica.
Cuando sea apropiado, el compuesto también se puede formular y administrar como se describe mas abajo.

Por ejemplo, las composiciones que contienen una o mas moléculas de acido nucleico (p. €j., presentes en un
plasmido o vector viral) se pueden combinar con uno o mas excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables para
proporcionar una preparacion liquida.

Pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias
tamponadoras del pH y similares, en el excipiente o vehiculo. Estos excipientes, vehiculos y sustancias auxiliares son
generalmente agentes farmacéuticos que no inducen una respuesta inmunitaria en el individuo que recibe la
composicion, y que pueden ser administrados sin toxicidad indebida.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no estan limitados a, liquidos tales como agua,
solucién salina, polietilenglicol, acido hialurénico, glicerol y etanol.

También se pueden incluir sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acido minerales tales
como hidrocloruros, hidrobromuros, fosfatos, sulfatos, y similares; y sales de acidos organicos tales como acetatos,
propionatos, malonatos, benzoatos, y similares. También se prefiere, aunque no se necesita, que la preparacion
contenga un excipiente farmacéuticamente aceptable que sirva como estabilizador, particularmente para péptidos,
proteinas u otras moléculas similares si se van a incluir en la composicién de vacuna. Los ejemplos de los portadores
adecuados que también actian como estabilizadores para péptidos incluyen, sin limitacién, calidades farmacéuticas de
dextrosa, sacarosa, lactosa, trehalosa, manitol, sorbitol, inositol, dextrano, y similares.

Otros portadores adecuados incluyen, de nuevo sin limitacion, almidén, celulosa, fosfatos de sodio o calcio,
acido citrico, acido tartéarico, glicina, polietilenglicoles (PEG) de elevado peso molecular, y sus combinaciones. Un
estudio completo de los excipientes, vehiculos y sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables se encuentra
disponible en REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co., N. J. 1991).

También se pueden incluir ciertos facilitadores de la absorcion y/o expresion de acido nucleico ("agentes
facilitadores de la transfeccion”), p. ej., en composiciones de vectores no virales, por ejemplo, facilitadores tales como
bupivacaina, cardiotoxina y sacarosa, y vehiculos para facilitar la transfeccion tales como preparaciones liposomales o
lipidicas que se utilizan rutinariamente para liberar moléculas de acido nucleico. Los liposomas aniénicos y neutros son
ampliamente asequibles y bien conocidos para la liberacion de moléculas de acido nucleico (véase, p. €j., Liposomes: A
Practical Approach, (1990) RPC New Ed., IRL Press).
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Las preparaciones de lipidos catiénicos también son vehiculos bien conocidos para su uso en la liberacion de
moléculas de &cido nucleico. Las preparaciones de lipidos adecuadas incluyen DOTMA (cloruro de N-[1-(2,3-
dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio), asequible bajo el nombre comercial Lipofectina, y DOTAP (1,2-bis (oleiloxi)-
3(trimetilamonio)propano), véanse, p. €j., Felgner et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413-7416; Malone et al.
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6077-6081; Patentes de los Estados Unidos Nums. 5.283.185 y 5.527.928, y
Publicaciones Internacionales Nums. WO 90/11092, WO 91/15501 y WO 95/26356. Estos lipidos cationicos se pueden
utilizar preferiblemente con un lipido neutro, por ejemplo DOPE (dioleil- fosfatidiletanolamina). Otras composiciones que
facilitan la transfeccion adicionales que se pueden afadir a las preparaciones de lipidos o liposomas anteriores incluyen
derivados de espermina (véase, p. ej., la Publicacion Internacional Nium. WO 93/18759) y los compuestos
impermeabilizantes de membrana tales como GALA, Gramicidina S y sales biliares catidnicas (véase, p. €], la
Publicacion Internacional Nam. WO 93/19768).

Alternativamente, las moléculas de acido nucleico pueden ser encapsuladas, adsorbidas, o asociadas con
portadores particulados. Los portadores particulados adecuados incluyen aquellos derivados de polimeros de
poli(metacrilato de metilo), asi como microparticulas PLG derivadas de poli(lactida) y poli (lactida-co-glicélido). Véase, p.
gj., Jeffery et al. (1993) Pharm. Res. 10:362368. También se pueden utilizar otros sistemas particulados y polimeros, por
ejemplo, polimeros tales como polilisina, poliarginina, poliornitina, espermina, espermidina, asi como productos
conjugados de estas moléculas.

Las composiciones de vacuna formuladas incluirdn de este modo tipicamente un polinucleétido (p. €j., un
pldsmido) que contiene una secuencia que codifica un antigeno de interés en una cantidad suficiente para montar una
respuesta inmunoldgica. Un experto en la técnica puede determinar facilmente una cantidad eficaz apropiada.
Semejante cantidad estara dentro de un intervalo relativamente amplio que puede ser determinado por medio de
pruebas rutinarias. En el caso de antigenos se pueden utilizar de 10 ug a 1 g, por ejemplo de 100 ug a 0,1 g. Se han
obtenido respuestas inmunitarias utilizando tan poco como 1 pg de ADN, mientras en otras administraciones, se han
utilizado hasta 2 mg de ADN. Generalmente se espera que una dosis eficaz de polinucletdtidos que contienen los
fragmentos gendmicos esté dentro de un intervalo de aproximadamente 10 pg a 1000 pg. No obstante, también pueden
ser eficaces dosis por encima y por debajo de este intervalo. Las composiciones pueden contener de este modo de
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 99,9% del polinucleétido o compuesto. En el caso del compuesto, se
administra tipicamente de 1 pg a 10 g, preferiblemente de 0,1 mg a 50 mg, y muy preferiblemente de 1 mg a 5 mg.

Administracién de Preparaciones Farmacéuticas

Tipicamente, el compuesto (generalmente en las cantidades mencionadas antes) se aplica (tépicamente o
transdérmicamente) a una zona que tiene un diametro de 1 a 6 cm, preferiblemente de 2 a 4 cm.

El compuesto se aplica generalmente en el sitio en el que se administra el polinucleétido (o cerca de alli, por
ejemplo a 2 cm de ese sitio). En otra realizacién el compuesto se aplica a un sitio que estd inmunolégicamente
relacionado con el sitio en el que se administra el polinucleétido, por ejemplo en un nddulo linfatico que drena del sitio
en el que se administra el polinucledtido.

La administracion de las preparaciones farmacéuticas descritas antes (que contienen el polinucleétido) se
puede efectuar en una o mas dosis (tipicamente 2, 3, 4 0 mas dosis). El compuesto se administrara de 12 a 36 horas
después de al menos una de las administraciones de polinucledtido, por ejemplo después de al menos cada una de 2, 3,
4 0 mas administraciones de polinucleoétido.

La liberacién puede ser por medio de una aguja y una jeringa convencionales para las composiciones liquidas y
para las suspensiones liquidas que contienen composiciones particuladas. Ademas, se conocen en la técnica diferentes
inyectores de chorro liquido y se pueden emplear para administrar las presentes composiciones. Los métodos para
determinar los medios y dosis de administracibn méas eficaces son bien conocidos en la técnica y variaran con el
vehiculo de liberacién, la composicion de la terapia, las células diana, y el sujeto que se esté tratando. Se pueden llevar
a cabo administraciones individuales o multiples seleccionando el médico adscrito el nivel y el patrén de dosificacion. Se
debe entender que un constructo vector de polinucleétido puede portar mas de una secuencia antigénica.

Alternativamente, también se pueden liberar en un sujeto vectores separados (p. ej., plasmidos o vectores
virales), que contienen cada uno secuencias que expresan uno o mas antigenos como se describe en la presente
memoria.

Ademas, los polinucledtidos pueden ser combinados con otras composiciones y terapias adecuadas. Por
ejemplo, con el fin de aumentar una respuesta inmunitaria en un sujeto, las composiciones y métodos descritos en la
presente memoria pueden incluir adicionalmente sustancias auxiliares (p. ej., coadyuvantes), tales como agentes
farmacoldgicos, citoquinas, o similares. Las sustancias auxiliares pueden ser administradas, por ejemplo, en forma de
proteinas u otras macromoléculas al mismo tiempo, antes, o después, de la administracion de los polinucledtidos
descritos en la presente memoria. Las composiciones de moléculas de &cido nucleico también pueden ser
administradas directamente al sujeto o, alternativamente, liberadas ex vivo, en células derivadas del sujeto, utilizando
métodos conocidos por los expertos en la técnica.

Particulas Recubiertas

En una realizacion, los polinucleétidos (p. €j., vacunas de ADN), coadyuvantes, y/o compuestos son liberados
utilizando particulas portadoras (por ejemplo, portadores nucleo). Los métodos mediados por particulas para liberar
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tales preparaciones son conocidos en la técnica. De este modo, una vez preparadas y purificadas adecuadamente, las
sustancias descritas antes pueden ser aplicadas como recubrimiento sobre particulas portadoras (p. €j., portadores
nucleo) utilizando una variedad de mecanismos conocidos en la técnica. Las particulas portadoras se seleccionan entre
materiales que tienen una densidad adecuada en el intervalo de tamafios de particula utilizados tipicamente para la
liberacion intracelular a partir de un dispositivo de liberacién mediado por particulas apropiado. El tamafio éptimo de la
particula portadora dependera, por supuesto, del diametro de las células diana. Alternativamente, se pueden utilizar
particulas de oro coloidal donde el oro coloidal recubierto es administrado (p. €j., inyectado) en el tejido (p. €j., piel o
musculo) y con posterioridad absorbido por células inmuno-competentes.

Para los fines de la invencion, se pueden utilizar particulas portadoras de tungsteno, oro, platino e iridio. Se
prefieren las particulas de tungsteno y oro. Las particulas de tungsteno son facilmente asequibles con tamafios medios
de 0,5 a 2,0, um de diametro. Aunque tales particulas tienen una densidad 6ptima para su uso en métodos de liberacion
por aceleracién de particulas, y permiten un revestimiento altamente eficaz con ADN, el tungsteno puede ser
potencialmente toxico para ciertos tipos de células. Las particulas de oro o el oro microcristalino (p. €j., polvo de oro
A1570, asequible de Engelhard Corp., East Newark, NJ) también encontrara uso en los presentes métodos. Las
particulas de oro proporcionan uniformidad en el tamafio (asequibles de Alpha Chemicals con tamafios de particula de
1-3, ym, o asequibles de Degussa, South Plainfield, NJ con tamafios de particula en un intervalo que incluye 0,95 ym) y
una toxicidad reducida.

Se han descrito y se conocen numerosos métodos para recubrir o precipitar particulas de oro o tungsteno con
ADN o ARN. Muchos de tales métodos combinan generalmente una cantidad predeterminada de oro o tungsteno con
ADN plasmidico, CaCl2 y espermidina. La solucién resultante se somete a vortice continuamente durante el
procedimiento de revestimiento para asegurar la uniformidad de la mezcla de reaccién. Tras la precipitacion del acido
nucleico, se pueden transferir las particulas recubiertas a membranas adecuadas y dejar que se sequen antes de su
uso, aplicar como recubrimiento sobre las superficies de un médulo o casete para muestras, 0 cargar en una casete de
liberacion para su uso en un aparato para la liberacion de particulas adecuado.

También se pueden aplicar como recubrimiento coadyuvantes peptidicos (p. €j., citoquinas) y antigenos, sobre
particulas portadoras adecuadas, p. €j., oro o tungsteno. Por ejemplo, se pueden anclar péptidos a la particula portadora
simplemente mezclando los dos componentes en una proporcion determinada empiricamente, mediante precipitacion
con sulfato de amonio, u otros métodos de precipitacién con disolventes familiares para los expertos en la técnica, o
mediante acoplamiento quimico del péptido a la particula portadora. El acoplamiento de residuos de L-cisteina con oro
ha sido descrito previamente (Brown et al., Chemical Society Reviews 9: 271- 311 (1980)). Otros métodos incluyen, por
ejemplo, disolucién del antigeno peptidico en etanol absoluto, agua, o una mezcla de alcohol/agua, adicion de la
solucién a una cantidad de particulas portadoras, y después secado de la mezcla en una corriente de aire o gas
nitrdgeno mientras se somete a vortice. Alternativamente, los antigenos peptidicos se pueden secar sobre particulas
portadoras mediante centrifugacion a vacio. Una vez secadas, las particulas recubiertas pueden ser resuspendidas en
un disolvente adecuado (p. €j., acetato de etilo o acetona), y trituradas (p. ej., mediante sonicacién) para proporcionar
una suspension sustancialmente uniforme.

Administracién de Particulas Recubiertas

Después de su formacién, las particulas portadoras recubiertas con preparaciones de acido nucleico, o
preparaciones de coadyuvante de péptido o proteina, o el compuesto de la invencion son liberadas en un sujeto, por
ejemplo transdérmicamente, utilizando técnicas de liberacibn mediadas por particulas. Se conocen en la técnica
diferentes dispositivos de liberacion de particulas adecuados para los mecanismos de liberacion mediados por
particulas, y todos son iddneos para su uso en la practica de la invencion. Los disefios de dispositivos actuales emplean
una descarga explosiva, eléctrica 0 gaseosa para propeler las particulas portadoras de nucleo recubierto hacia las
células diana. Las propias particulas recubiertas pueden ser ancladas de manera liberable a una lamina portadora movil,
o ancladas de forma retirable a una superficie al paso de corrientes de gas, levantando las particulas de la superficie y
acelerandolas hacia la diana. Un ejemplo de un dispositivo de descarga gaseosa se describe en la Patente de los
Estados Unidos Num. 5.204.253. Un dispositivo de tipo explosivo se describe en la Patente de los Estados Unidos Num.
4.945.050. Un ejemplo de un aparato para la aceleracion de particulas de tipo descarga eléctrica se describe en la
Patente de los Estados Unidos Num. 5.120.657. Otro aparato de descarga eléctrica adecuado para su uso en la
presente memoria se describe en la Patente de los Estados Unidos Num. 5.149.655.

Las particulas recubiertas se administran al sujeto que se va a tratar de una manera compatible con la
formulacion de dosificacion, y en una cantidad que sea eficaz para ocasionar la respuesta inmunitaria deseada. La
cantidad de la composicién que se va a liberar que, en el caso de las moléculas de acido nucleico esta generalmente en
el intervalo de 0,001 a 100,0 pg, mas tipicamente de 0,01 a 10,0 yg de molécula de acido nucleico por dosis, y en el
caso de las moléculas de péptido o proteina antigénicos o compuesto de la invencion es de 1 pug a 5 mg, mas
tipicamente de 1 a 50 ug de péptido, depende del sujeto que se vaya a tratar. La cantidad exacta necesaria variara
dependiendo de la edad y el estado general del individuo que se esté inmunizando y de la secuencia de nucle6tidos o
péptido concreta seleccionada, asi como de otros factores. Una cantidad eficaz apropiada puede ser facilmente
determinada por un experto en la técnica tras la lectura de la presente memoria.

De este modo, una cantidad eficaz de los acidos nucleicos o del compuesto sera suficiente para ocasionar una
respuesta inmunitaria adecuada en un sujeto inmunizado, y estara en un intervalo relativamente amplio que puede ser
determinado por medio de pruebas rutinarias. Preferiblemente, las particulas recubiertas se liberan en las células
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receptoras adecuadas con el fin de ocasionar una respuesta inmunitaria (p. ej., activacion de células T) en el sujeto
tratado.

Composiciones Particuladas

Alternativamente, el polinucleétido, coadyuvante o compuesto puede ser formulado en forma de una
composicion particulada. Esto se puede llevar a cabo utilizando quimicas y metodologias de formulaciéon farmacéutica
convencionales todas las cuales son facilmente asequibles para los expertos con un conocimiento practico de la técnica
razonable.

La composicion particulada comprenderd un excipiente o vehiculo aceptable. En el excipiente o vehiculo
pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes, sustancias
tamponadoras del pH, y similares. Estos excipientes, vehiculos y sustancias auxiliares son generalmente agentes
farmacéuticos que no inducen por si mismos una respuesta inmunitaria en el individuo que recibe la composicion, y que
pueden ser administrados sin la toxicidad indebida. Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no
estan limitados a, liquidos tales como agua, solucidn salina, polietilenglicol, acido hialurdnico, glicerol y etanol. Se
pueden incluir sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de acidos minerales tales como hidrocloruros,
hidrobromuros, fosfatos, sulfatos, y similares; y sales de acidos organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos,
benzoatos, y similares.

Los ejemplos de portadores adecuados que también actian como estabilizadores para los péptidos incluyen,
sin limitacion, las calidades farmacéuticas de dextrosa, sacarosa, lactosa, trehalosa, manitol, sorbitol, inositol, dextrano,
y similares. Otros portadores adecuados incluyen, de nuevo sin limitacion, almidon, celulosa, fosfatos de sodio o calcio,
acido citrico, acido tartarico, glicina, polietileglicoles (PEG) de elevado peso molecular, y sus combinaciones. Se
encuentra disponible un estudio detallado de los excipientes, portadores, estabilizadores y otras sustancias auxiliares
farmacéuticamente aceptables en REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co., N. J. 1991).

Las composiciones formuladas incluirdn una cantidad del polinucledtido o compuesto que sea suficiente para
montar una respuesta inmunoldgica, como se ha definido antes. La cantidad eficaz apropiada puede ser determinada
facilmente por un experto en la técnica. Semejante cantidad estara dentro de un intervalo relativamente amplio,
generalmente en un intervalo de aproximadamente 0,1 ug a 25 mg o mas, las cantidades adecuadas especificas
pueden ser determinadas por medio de pruebas rutinarias. Si se incluye un coadyuvante en la composicion, o se utilizan
los métodos para proporcionar una composicién coadyuvante particulada, el coadyuvante estara presente en una
cantidad adecuada como se ha descrito antes. Las composiciones se preparan después en forma de particulas
utilizando técnicas convencionales, por ejemplo mediante simple evaporacion (secado al aire), secado a vacio, secado
por pulverizacién, secado mediante deshidratacion por congelacién (liofilizacién), secado por pulverizacién-secado
mediante deshidratacion por congelacién, recubrimiento por pulverizacién, precipitacion, formacion de particulas fluidas
supercriticas, y similares. Si se desea, se pueden densificar las particulas resultantes utilizando las técnicas descritas en
la Publicacion Internacional del mismo propietario Num. WO 97/48485.

Estos métodos pueden ser utilizados para obtener particulas de polinucleétido que tienen un tamafio que oscila
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 250 um, preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 150
pum, y muy preferiblemente de aproximadamente 20 a aproximadamente 60 um; y una densidad de particula que oscila
de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 25 g/cm3, y una densidad en masa de aproximadamente 0,5 a
aproximadamente 3,0 g/cm®, o mayor.

De un modo similar, se pueden obtener particulas de coadyuvante o compuestos que tienen un tamafio que
oscila de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 250 pm, preferiblemente de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 150 pm, y muy preferiblemente de aproximadamente 20 a aproximadamente 60 uym; una densidad de
particula que oscila de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 25 g/cm3, y una densidad en masa de preferiblemente
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 3,0 g/cm3, y muy preferiblemente de aproximadamente 0,8 a
aproximadamente 1,5 g/cm3.

Administracion de Composiciones Particuladas

Después de la formacién, se puede liberar la composicion particulada (p. €j., polvo) transdérmicamente en
tejido de vertebrado utilizando un mecanismo de liberacion transdérmica de particulas adecuado. Se conocen en la
técnica diferentes dispositivos de liberacion de particulas adecuados para la administracién de la sustancia de interés, y
encontraran uso en la practica de la invencion. Un sistema de liberacion transdérmica de particulas particularmente
preferido emplea una jeringa sin aguja para disparar particulas sélidas en una dosis controlada en y a través de la piel y
los tejidos. Véase, p. €., la Patente de los Estados Unidos NUum. 5.630.796 de Bellhouse et al. que describe una jeringa
sin aguja (también conocido como "dispositivo de liberacion de particulas PowderJect"). Se conocen en la técnica otras
configuraciones de jeringas sin aguja y se describen en la presente memoria.

Las composiciones particuladas se pueden administrar después utilizando un mecanismo de liberacién
transdérmica. Preferiblemente, las composiciones particuladas seran liberadas por medio del método de inyeccion de
polvo, p. ej., liberado desde una jeringa sin aguja tal como el descrito en las Publicaciones internacionales del mismo
propietario Nams. WO 94/24263, WO 96/04947, WO 96/12513, y WO 96/20022. La liberacion de particulas desde tales
dispositivos de liberacion de particulas se pone en practica con particulas que tienen un tamafio aproximado de que
oscila generalmente de 0,1 a 250 uym, preferiblemente que oscila de aproximadamente 10-70 pym. Las particulas
mayores de aproximadamente 250 um también pueden ser liberadas desde los dispositivos, siendo la méaxima limitacién
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el punto en el cual el tamafio de las particulas podria causar un perjuicio no deseado para las células de la piel. La
distancia real que alcanzaran las particulas liberadas al penetrar en la superficie diana depende del tamafio de particula
(p. €j., el diametro de particula nominal que supone una geometria de la particula mas o menos esférica), de la densidad
de la particula, de la velocidad inicial a la cual impacta la particula en la superficie, y la densidad y la viscosidad
cinematica del tejido cutaneo elegido como diana. Con respecto a esto, las densidades 6ptimas de particula para su
uso en inyecciones sin aguja oscilan generalmente entre aproximadamente 0,1 y 25 g/cmg, preferiblemente entre
aproximadamente 0,9 y 1,5 g/cm3, y las velocidades de inyeccion oscilan generalmente entre aproximadamente 100 y
3.000 m/seg, o mayor. Con una presiéon de gas apropiada, las particulas que tienen un diametro medio de de 10-70 ym
pueden ser aceleradas a través de la boquilla a velocidades que se aproximan a velocidades supersoénicas de un flujo
de conduccion de gas.

Si se desea, estos dispositivos de liberacion de particulas (p. ej., una jeringa sin aguja) pueden ser
proporcionados en un estado pre-cargado que contiene una dosificacion adecuada de las particulas que comprenden el
antigeno de interés y/o el coadyuvante seleccionado. La jeringa cargada puede estar empaquetada en un recipiente
sellado herméticamente, que puede estar etiquetado adicionalmente como se ha descrito antes.

Las composiciones que contienen una cantidad terapéuticamente eficaz de las moléculas en polvo descritas en
la presente memoria pueden ser liberadas en cualquier tejido diana adecuado por medio de los dispositivos de
liberacion de particulas descritos antes. Por ejemplo, las composiciones pueden ser liberadas en el musculo, piel,
cerebro, pulmén, higado, bazo, médula dsea, timo, corazén, linfa, sangre, cartilago 6seo, pancreas, rifion, vejiga biliar,
estdmago, intestino, testiculo, ovario, Gtero, recto, sistema nervioso, ojo, glandulas o tejidos conectivos. Para las
moléculas de acido nucleico, la liberacién es preferiblemente en, y las moléculas son expresadas en, células
diferenciadas terminalmente; sin embargo, las moléculas también pueden ser liberadas en células no diferenciadas, o
células parcialmente diferenciadas tales como células pluripotenciales de la sangre y fibroblastos de la piel.

Las composiciones en polvo se administran al sujeto que va a ser tratado de una manera compatible con la
formulacion de dosificacién, y en una cantidad que sea profilacticalmente y/o terapéuticamente eficaz. La cantidad de la
composicién que va a ser liberada, generalmente en el intervalo de 0,5 pg/kg a 100 pg/kg de molécula de &cido nucleico
por dosis, depende del sujeto que vaya a ser tratado.

Las dosis pueden ser tan bajas como 0,5 pg por 50 kg de sujeto, o aproximadamente 0,01 pg/kg. Las dosis
para otros farmacos, tales los péptidos y las proteinas fisiologicamente activos, generalmente oscilan de
aproximadamente 0,1 yg a aproximadamente 20 mg, preferiblemente de 10 yg a aproximadamente 3 mg. La cantidad
exacta necesaria variara dependiendo de la edad y el estado general del individuo a tratar, de la gravedad de la afeccion
gue esté siendo tratada, de la preparacion concreta liberada, del sitio de administracién, asi como de otros factores. Una
cantidad eficaz apropiada puede ser determinada facilmente por un experto en la técnica.

De este modo, una "cantidad terapéuticamente eficaz" de las presentes composiciones particuladas sera
suficiente para proporcionar un tratamiento o prevencion de los sintomas de una enfermedad o afeccion, y estara
dentro de un intervalo relativamente amplio que puede ser determinado por medio de pruebas rutinarias.

Formulaciones preferidas para la liberacion del compuesto

El compuesto se administra en forma de una formulacién farmacéutica que es adecuada para la liberacion
topica o transdérmica de farmacos. La formulacion comprendera una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto y
generalmente también un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Tipicamente, en la formulacion, el compuesto esta
presente en una cantidad de aproximadamente 0,05 a 20 por ciento, preferiblemente de 0,5 por ciento a
aproximadamente 10 por ciento, en peso basandose en el peso total de dicha formulacion. En una realizacion preferida
la formulaciéon contiene de aproximadamente 2 a aproximadamente 7 por ciento en peso del compuesto, por ejemplo
aproximadamente 5 por ciento.

Tipicamente la formulacién estd en forma de crema, pomada o recubrimiento adherente (tal como un
recubrimiento adherente sensible a la presion o material laminar recubierto adherente). La formulacién puede
comprender adicionalmente sustancias que intensifican la penetracion a través de la piel de los farmacos.

La formulacion es preferiblemente esencialmente no irritante. Semejante formulacion no ocasionara una
irritacion de la piel inaceptable en ensayos de irritacion de la piel repetidos convencionales en conejos albinos tales
como los descritos por Draize et al., "Appraisal of the Safety of Chemicals in Food, Drugs and Cosmetics", preparado
por la Division de Farmacologia de la administracion para Alimentos y Farmacos, publicado originalmente en 1959 por la
Asociacion de Alimentos y Farmacos Oficiales de los Estados Unidos, Topeka, Kans. (22 impresion 1965).

Se incorpora un &cido graso tal como el acido isoestedrico, el acido oleico o una de sus mezclas a una
formulacion de la invencién. La cantidad total de acido graso presente en una formulacién es preferiblemente de
aproximadamente 3 por ciento a aproximadamente 45 por ciento, preferiblemente de aproximadamente 5 por ciento a
aproximadamente 25 por ciento en peso basandose en el peso total de la formulacién.

La formulacién es preferiblemente una crema que contiene el compuesto de acuerdo con la invencién y
opcionalmente también un &cido graso. La crema comprende generalmente una fase oleosa y una fase acuosa
mezcladas.

Opcionalmente, la formulacién (en particular cuando es una crema o pomada) puede contener uno o0 mas
emolientes, emulsionantes, espesantes y/o conservantes.
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Los emolientes son tipicamente alcoholes de cadena larga, tales como alcohol cetilico, alcohol estearilico y
alcohol cetearilico; hidrocarburos tales como petrolato y aceite mineral ligero; o lanolina acetilada. La cantidad total de
emoliente en la formulacion es preferiblemente de aproximadamente 5 por ciento a aproximadamente 30 por ciento, y
mas preferiblemente de aproximadamente 5 por ciento a aproximadamente 10 por ciento en peso basandose en el peso
total de la formulacién. El emulsionante es tipicamente un agente tensioactivo no ionico, por ejemplo, polisorbato 60
(asequible de ICI Americas), monoestearato de sorbitan, poli(4-oleato de glicerilo), y éter polioxietilen(4)laurilico o
cationico trivalente. Generalmente la cantidad total de emulsionante es preferiblemente de aproximadamente 2 por
ciento a aproximadamente 14 por ciento, y mas preferiblemente de aproximadamente 2 por ciento a aproximadamente 6
por ciento en peso basandose en el peso total de la formulacion.

Se pueden utilizar espesantes farmacéuticamente aceptables, tales como Veegum® K (asequible de R. T.
Vanderbilt Company, Inc.), alcoholes de cadena larga (es decir, alcohol cetilico, alcohol estearilico o alcohol cetearilico).
La cantidad total de espesante presente es preferiblemente de aproximadamente 3 por ciento a aproximadamente 12
por ciento en peso basandose en el peso total de la formulacion.

Pueden estar presentes en la formulaciéon conservantes tales como metilparabeno, propilparabeno y alcohol
bencilico. La cantidad apropiada de tales conservantes es conocida por los expertos en la técnica.

Opcionalmente, se puede incluir en la formulacién un agente solubilizante adicional tal como alcohol bencilico,
acido lactico, acido acético, acido estearico o acido clorhidrico. Si se utiliza un agente solubilizante adicional, la cantidad
presente es preferiblemente de aproximadamente 1 por ciento a aproximadamente 12 por ciento en peso basandose en
el peso total de la crema.

Opcionalmente, la formulacién puede contener un humectante tal como glicerina y potenciadores de la
penetracion en la piel tales como estearato de butilo.

Es sabido por los expertos en la técnica que un Unico ingrediente puede realizar mas de una funcién en una
crema, es decir, el alcohol cetilico puede servir tanto de emoliente como de espesante.

Generalmente, una crema consiste en una fase oleosa y una fase acuosa mezcladas entre si para formar runa
emulsién. Preferiblemente, la cantidad de agua presente en una crema de la invencion es de aproximadamente 45 por
ciento a aproximadamente 85 por ciento en peso basandose en el peso total de la crema.

Cuando la formulacién es una pomada se puede utilizar una base para pomadas farmacéuticamente aceptable
tal como petrolato o polietilenglicol 400 (asequible de Union Carbide) combinado con polietilenglicol 3350 (asequible de
Union Carbide). La cantidad de base para pomada presente en una pomada de la invencion es preferiblemente de
aproximadamente 60 por ciento a aproximadamente 95 por ciento en peso basandose en el peso total de la pomada.

En una realizacién preferida la formulacion es una crema que comprende una base para crema de aceite en
agua que comprende acido isoestearico, alcohol cetilico, alcohol estearilico, petrolato blanco, polisorbato 60,
monoestearato de sorbitan, glicerina, goma xantana, agua purificada, alcohol bencilico, metilparabeno y propil-
parabeno. Semejante crema puede estar en forma de crema Aldara de imiquimod que contiene imiquimod al 5%.

En otra realizacion preferida la formulacion comprende aproximadamente 1 por ciento de compuesto de la
invencion, aproximadamente 10 por ciento de dicho &cido isoesteéarico, aproximadamente 2 por ciento de alcohol
bencilico, aproximadamente 2,2 por ciento de alcohol cetilico, aproximadamente 3,1 por ciento alcohol estearilico,
aproximadamente 2,55 por ciento de polisorbato 60, aproximadamente 0,45 por ciento de monoestearato de sorbitan,
aproximadamente 2 por ciento de glicerina, aproximadamente 0,2 por ciento de metilparabeno, aproximadamente 0,02
por ciento de propilparabeno y aproximadamente 76,48 por ciento de agua purificada, basandose todos los porcentajes
en el peso total de dicha formulacién.

En otra realizacion la formulacion comprende aproximadamente 1 por ciento del compuesto de la invencion,
aproximadamente 10 por ciento de dicho acido isoestearico, aproximadamente 6 por ciento de alcohol cetearilico,
aproximadamente 2,55 por ciento de polisorbato 60, aproximadamente 0,45 por ciento de monoestearato de sorbitan,
aproximadamente 2 por ciento de glicerina, aproximadamente 0,2 por ciento de metilparabeno, aproximadamente 0,02
por ciento de propilparabeno y aproximadamente 77,78 por ciento de agua purificada, basandose todos los porcentajes
en el peso total de dicha formulacion.

Una realizacién adicional comprende aproximadamente 1 por ciento de compuesto, aproximadamente 10 por
ciento de dicho &cido isoesteérico, aproximadamente 2 por ciento de alcohol bencilico, aproximadamente 1,7 por ciento
de alcohol cetilico, aproximadamente 2,3 por ciento de alcohol estearilico, aproximadamente 2,55 por ciento de
polisorbato 60, aproximadamente 0,45 por ciento de monoestearato de sorbitan, aproximadamente 2 por ciento de
glicerina, aproximadamente 0,2 por ciento de metilparabeno, aproximadamente 0,02 por ciento de propilparabeno y
aproximadamente 77,78 por ciento de agua purificada, basandose todos los porcentajes en el peso total de dicha
formulacion.

La formulacién puede comprender aproximadamente 5 por ciento de compuesto, aproximadamente 25 por
ciento de dicho &cido isoesteérico, aproximadamente 2 por ciento de alcohol bencilico, aproximadamente 2,2 por ciento
de alcohol cetilico, aproximadamente 3,1 por ciento de alcohol estearilico, aproximadamente 3 por ciento de petrolato,
aproximadamente 3,4 por ciento de polisorbato 60, aproximadamente 0,6 por ciento de monoestearato de sorbitan,
aproximadamente 2 por ciento de glicerina, aproximadamente 0,2 por ciento de metilparabeno, aproximadamente 0,02
por ciento de propilparabeno y aproximadamente 53,48 por ciento de agua purificada, basandose todos los porcentajes
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en el peso total de dicha formulacion.

Alternativamente la formulacibn puede comprender aproximadamente 1 por ciento de compuesto,
aproximadamente 5 por ciento de dicho &cido isoestearico, aproximadamente 15 por ciento de petrolato,
aproximadamente 12,8 por ciento de aceite mineral ligero, aproximadamente 8 por ciento de estearato o de aluminio,
aproximadamente 4 por ciento de alcohol cetilico, aproximadamente 3 por ciento de poli(4-oleato de glicerilo),
aproximadamente 1 por ciento de lanolina acetilada, aproximadamente 0,063 por ciento de propilparabeno,
aproximadamente 1 por ciento de Veegum K, aproximadamente 0,12 por ciento de metilparabeno y aproximadamente
49,02 por ciento de agua purificada, basandose todos los porcentajes en el peso total de dicha formulacion.

Una composicion adherente sensible la presiéon generalmente comprende el compuesto, acido graso, y un
polimero adherente sensible a la presion. La cantidad del compuesto presente en una composiciéon adherente sensible a
la presion tiene preferiblemente de aproximadamente 0,5 por ciento a aproximadamente 9 por ciento en peso, y mas
preferiblemente de aproximadamente 3 por ciento a aproximadamente 7 por ciento en peso basandose en el peso total
de la composicion adherente. La cantidad de acido graso presente es preferiblemente de aproximadamente 10 por
ciento a aproximadamente 40 por ciento en peso, mas preferiblemente de aproximadamente 15 por ciento a
aproximadamente 30 por ciento en peso, y muy preferiblemente de aproximadamente 20 por ciento a aproximadamente
30 por ciento en peso, basandose en el peso total de la composicion adherente.

Preferiblemente, el polimero adherente utilizado en una composicion adherente sensible a la presion es
esencialmente quimicamente inerte al compuesto. El polimero adherente esta preferiblemente presente en una cantidad
de aproximadamente 55 por ciento a aproximadamente 85 por ciento en peso basandose en el peso total de la
composicién. Los polimeros adherentes adecuados incluyen adhesivos acrilicos que contienen, como constituyente
principal (es decir, al menos aproximadamente 80 por ciento en peso de todos los mondmeros del polimero), un éster de
acido acrilico o metacrilico monomérico hidréfobo de un alcohol alquilico que contiene de 4 a 10 atomos de carbono.
Los ejemplos de los monémeros adecuados son aquellos comentados mas abajo en relacion con "Un Monémero". Estos
polimeros adherentes pueden contener adicionalmente cantidades minoritarias de mondémeros tales como los
"Mondémeros B" enumerados mas abajo.

Los adhesivos preferidos incluyen copolimeros adherentes sensibles a la presion acrilicos que contienen
Mondémeros A y B como sigue: el Mondmero A es un éster de acido acrilico o metacrilico monomérico hidréfobo de un
alcohol alquilico, conteniendo el alcohol alquilico de 4 a 10 atomos de carbono, preferiblemente de 6 a 10 atomos de
carbono, mas preferiblemente de 6 a 8 atomos de carbono, y muy preferiblemente 8 &tomos de carbono. Los ejemplos
de los Monémeros A adecuados son los acrilatos de n-butilo, n-pentilo, n-hexilo, isoheptilo, n-nonilo, n-decilo, isohexilo,
2-etiloctilo, isooctilo y 2-etilhexilo. EI Mondmero A més preferido es acrilato de isooctilo.

El Monémero B es un monémero de refuerzo seleccionado del grupo que consiste en &cido acrilico; acido
metacrilico; acrilatos y metacrilatos de alquilo que contienen de 1 a to 3 atomos de carbono en el grupo alquilo;
acrilamida; metacrilamida; acrilamidas sustituidas con alquilo inferior (es decir, el grupo alquilo contiene de 1 a 4 atomos
de carbono) tal como t-butilacrilamida; diacetonacrilamida; n-vinil-2-pirrolidona; éteres vinilicos tales como éter vinil-t-
butilico; etilenos sustituido tales como derivados de anhidrido maleico, itaconato de dimetilo y formiato de monoetilo y
vinil-perfluoro-n-butirato. Los Monémeros B preferidos son acido acrilico, acido metacrilico, los acrilatos y metacrilatos
de alquilo descritos antes, acrilamida, metacrilamida, y las acrilamidas sustituidas con alquilo inferior descritas antes. El
Mondémero B mas preferido es la acrilamida.

En una realizacién de una composicion adherente sensible a la presion, el copolimero adherente sensible a la
presion que contiene los Mondmeros A y B mostrados antes contiene preferiblemente el Monémero A en una cantidad
en peso de aproximadamente 80 por ciento a aproximadamente 98 por ciento en peso del total de todos los monémeros
del copolimero. EI Mondmero A estd mas preferiblemente presente en una cantidad en peso de aproximadamente 88
por ciento a aproximadamente 98 por ciento, y esta presente muy preferiblemente en una cantidad en peso de
aproximadamente 91 por ciento a aproximadamente 98 por ciento. El Mondmero B de semejante copolimero esta
presente preferiblemente en el copolimero adherente sensible a la presion en una cantidad en peso de
aproximadamente 2 por ciento a aproximadamente 20 por ciento, mas preferiblemente de aproximadamente 2 por ciento
a aproximadamente 12 por ciento, y muy preferiblemente 2 a 9 por ciento en peso total de los monémeros del
copolimero.

En otra realizaciéon de una composicion adherente sensible a la presion, el copolimero adherente comprende
de aproximadamente 60 a aproximadamente 80 por ciento en peso (y preferiblemente de aproximadamente 70 a
aproximadamente 80 por ciento en peso) del éster de &cido acrilico o metacrilico monomérico hidr6fobo mencionado
antes de un alcohol alquilico (es decir, Mondmero A descrito antes) basandose en el peso total de todos los monémeros
del copolimero; aproximadamente de 4 a aproximadamente 9 por ciento en peso basandose en el peso total de todos
los monémeros del copolimero de un mondmero de refuerzo seleccionado del grupo que consiste en acido acrilico,
acido metacrilico, un acrilato o metacrilato de alquilo que contiene de 1 a 3 atomos de carbono en el grupo alquilo,
acrilamida, metacrilamida, una acrilamida sustituida con alquilo inferior, diacetonacrilamida y N-vinil-2-pirrolidona; y de
aproximadamente 15 a aproximadamente 35 por ciento en peso (y preferiblemente de aproximadamente 15 a
aproximadamente 25 por ciento en peso) de acetato de vinilo basandose en el peso total de todos los monémeros del
copolimero. En esta realizacion el éster de acido acrilico o metacrilico preferido es el acrilato de isooctilo y el monémero
de refuerzo preferido es la acrilamida.

Los copolimeros adherentes descritos antes son conocidos, y los métodos de preparacion de los mismos son
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bien conocidos por los expertos en la técnica, habiendo sido descritos, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos
NUm. 24.906 (Ulrich). La reaccioén de polimerizacion se puede llevar a cabo utilizando un iniciador de radicales libres tal
como un peroxido organico (por ejemplo, peréxido de benzoilo) o un azocompuesto organico (por ejemplo, 2,2'-
azobis(2,4-dimetilpentano-nitrilo), asequible con la denominacion comercial "Vazo 52" de DuPont).

Puesto que los adhesivos sensibles a la presion tales como los descritos antes son inherentemente gomosos y
pegajosos y son adecuadamente estables al calor y a la luz, no hay necesidad de afiadir promotores de la adherencia o
estabilizadores. No obstante, estos pueden ser afiadidos si se desea.

Opcionalmente, una composicién adherente sensible a la presion (o en efecto cualquier otra composicion
descrita en la presente memoria) también puede contener uno o mas potenciadores de la penetracion en la piel tales
como monolaurato de glicerilo, oleato de etilo, miristato de isopropilo, adipato de diisopropilo y N-oxido de N,N-
dimetildodecilamina, ya sea en forma de un ingrediente individual o en forma de una combinaciéon de dos o méas
ingredientes. Los potenciadores de la penetracion en la piel forman preferiblemente una mezcla sustancialmente
homogénea con el polimero o copolimero adherente sensible a la presiéon. La cantidad total de potenciador o
potenciadores de la penetracion en la piel presente en una composicion adherente sensible a la presion de la invencion
es preferiblemente de aproximadamente 3 por ciento a aproximadamente 25 por ciento en peso, mas preferiblemente de
aproximadamente 3 por ciento a aproximadamente 10 por ciento en peso basandose en el peso total de la composicion
adherente.

Cuando el potenciador de la penetracion en la piel es un ingrediente individual, éste es preferiblemente un
potenciador de la penetraciéon en la piel tal como miristato de isopropilo, adipato de diisopropilo, oleato de etilo, o
monolaurato de glicerilo. Cuando se utiliza una combinacién de potenciadores de la penetracion en la piel, ésta es
preferiblemente una combinacién tal como: oleato de etilo con monolaurato de glicerilo; oleato de etilo con N-oxido de
N,N-dimetildodecilamina; monolaurato de glicerilo con N-oxido de N,N-dimetildodecilamina; y oleato de etilo tanto con
monolaurato de glicerilo como con N-oxido de N,N-dimetildodecilamina.

Las composiciones adherentes sensibles a la presion descritas antes se aplican como recubrimiento
preferiblemente sobre el respaldo de un material laminar adecuado, tal como una pelicula, formando un material laminar
revestido de adhesivo sensible a la presion. El material laminar revestido de adhesivo sensible a la presion puede ser
preparado mediante revestimiento con cuchilla de un revestimiento protector desprendible adecuado hasta un grosor
uniforme predeterminado con una formulacién de adhesivo himedo. Este revestimiento protector desprendible revestido
de adhesivo se seca después y se lamina sobre un respaldo utilizando métodos convencionales. Los protectores
adecuados incluyen protectores convencionales que comprenden un material laminar conocido, tal como una red de
poliéster, una red de polietileno, o una red de poliestireno, o papel recubierto con polietileno, recubierto con un
revestimiento de tipo silicona adecuado tal como el asequible con el nombre comercial Daubert 1642, de Daubert Co. El
respaldo puede ser una pelicula oclusiva, no oclusiva o transpirable segin se desee. El respaldo puede ser de cualquier
material convencional para cintas adhesivas sensibles a la presion, tal como polietileno, particularmente polietileno de
baja densidad, polietileno lineal de baja densidad, polietileno de alta densidad, fibras de nailon orientadas al azar,
polipropileno, copolimero de etileno-acetato de vinilo, poliuretano, rayén y similares. También son adecuados los
respaldos que estan estratificados, como los materiales compuestos de polietileno-aluminio-polietileno. El respaldo sera
practicamente no reactivo con los ingredientes del revestimiento adhesivo. El respaldo actualmente preferido es en
polietileno de baja densidad.

El material laminar revestido de adhesivo sensible a la presion puede ser elaborado en forma de un articulo tal
como una cinta, un parche, una lamina, un vendaje o cualquier otra forma conocida por los expertos en la técnica.

Preferiblemente, un articulo en forma de parche se elabora a partir de un material laminar revestido adherente
de la invencién y se aplica a la piel de un mamifero. El parche se sustituye si es necesario por un parche nuevo para
mantener el efecto terapéutico deseado concreto del compuesto de la invencion.

Las formulaciones que son adecuadas para su uso en la invencion se describen en la técnica anterior, por
ejemplo en el documento US-A-5.238.944 (que describe las formulaciones preferidas para su uso en el método de la
invencion), el documento US-A-4.689.338, la Patente de los Estados Unidos Num. 4.751.087 (que describe el uso de
una combinacién de oleato de etilo y monolaurato de glicerilo como potenciador de la penetracion en la piel para la
nitroglicerina, estando contenidos los tres componentes en la capa adherente de un parche transdérmico), la Patente de
los Estados Unidos NUm. 4.411.893 (que describe el uso de N-oxido de N,N-dimetildodecilamina como un potenciador
de la penetracion en la piel en sistemas acuosos), la Patente de los Estados Unidos Num. 4.722.941 (que describe
composiciones farmacéuticas facilmente absorbibles que comprenden un agente farmacol6gicamente activo distribuido
en un vehiculo que comprende una cantidad de potenciador de la absorcion de al menos un acido graso que contiene
de 6 a 12 atomos de carbono y opcionalmente un monoglicérido de acido graso), la Patente de los Estados Unidos
NUm. 4.746.515 (que describe un método de utilizacion de monolaurato de glicerilo para intensificar el flujo transdérmico
de un farmaco liberable transdérmicamente a través de la piel intacta).

Los siguientes son ejemplos de realizaciones especificas para llevar a cabo la presente invencién. Los
ejemplos se ofrecen con fines meramente ilustrativos, y no se pretende que limiten el alcance de la presente invencion
en modo alguno.
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Ejemplos
Materiales y Métodos

Plasmidos

Para la inmunizacién con el antigeno de superficie de la Hepatitis B (HBsAg) se utilizé un plasmido que
contenia el promotor/intensificador de HCMV para dirigir la expresion del HBsAg. Para un experimento los autores de la
invencién también emplearon un plasmido en el que se utilizé el promotor de la queratina 14 en lugar del promotor de
HCMV. Se espera que este promotor tenga un patrén de expresion mas restringido y sea expresado solamente en la
piel a diferencia del promotor de HCMV que es expresado en muchos tipos celulares.

Para la inmunizacién con antigenos de HSV-2 en algunos casos se utilizaron plasmidos de un solo gen que
expresaban las proteinas gD o gB empleando el promotor de HCMV. Los plasmidos de un solo gen se crearon mediante
amplificacion de secuencias gendmicas mediante PCR e insercion del fragmento de PCR en el vector de expresion
pTARGET. En algunos casos se utilizaron fragmentos genémicos de HSV-2 para la inmunizacioén que los autores de la
presente invencion denominaron vacunas subgendémicas (SV). Estas no utilizan el promotor de HCMV pero en su lugar
utilizan los promotores nativos de los genes presentes en el fragmento. Los fragmentos gendmicos se clonan en el
esqueleto SuperCos de Stratagene. La vacuna subgendmica tiene un segmento genémico de aproximadamente 36.000
bases que contiene los nucledtidos 110.931-147.530 del genoma.

En algunos experimentos se utilizaron plasmidos que contenian las subunidades A y B de los genes de la
toxina del Colera (CT). Otro plasmido utilizado expres6 el gen HSP70. Este gen fue clonado a partir de una reaccion
RT-PCR del ARN obtenido de esplenocitos de ratén, y se cloné en el vector pTARGET.

Todos los constructos de ADN se purificaron a partir de extractos bacterianos utilizando kits de purificacion
(Qiagen) y se evalu6 la pureza mediante electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos completos o digeridos y
determinando las proporciones de A260/A280.

Coadyuvantes Topicos.

Se obtuvo Imiquimod en forma de crema Aldara por medio de una receta. Para aplicarla, la crema se frotd
sobre los abdémenes de ratones que habian sido esquilados utilizando un bastoncillo de algodén. La crema es una
solucion al 5%. Se utilizaron aproximadamente 20 pl, y de este modo se administré a cada raton aproximadamente 1
mg.

Preparacion de vacunas de ADN.

La precipitacion de ADN sobre particulas de oro se logré utilizando procedimientos convencionales para la
formulacion con calcio/espermidina de vacunas de ADN. El ADN se mezcld con particulas de oro de 2 micras en un
pequefio tubo de centrifuga que contenia 300 ml de espermidina 50 mM. La cantidad de ADN afiadido es de 2 ug por
mg de particulas de oro y se hicieron tipicamente lotes de 26 mg de oro (52 ug de ADN). El ADN se hizo precipitar sobre
el oro mediante la adicion de un volumen 1/10 de CaCl, al 10% durante la agitacion continua del tubo en una
mezcladora giratoria. Los complejos de ADN-oro se lavaron tres veces con etanol absoluto, después se cargaron en
tubos de Tefzel, se secaron y se cortaron en segmentos de 1,27 centimetros para su uso en el dispositivo XR-1.

Los casos en los que se utiliz6 mas de un ADN se llevaron a cabo mezclando primero los constructos de ADN
después de la precipitacion sobre oro. Esto sitia los ADN sobre la misma particula.

Para la inmunizacion, se liberaron vacunas de ADN por medio del dispositivo XR-1 en el abdomen de los
ratones Balb/C. Se realizdé un Unico disparo para la inmunizacion. En algunos experimentos se empled solamente un
cebado, y en otros un cebado y un refuerzo a las 4 semanas. Las muestras se recogieron de los animales dos semanas
después de la inmunizacion final.

ELISA de Anticuerpos

Se analizaron muestras de suero en busca de anticuerpos utilizando un andlisis ELISA. Se recubrieron placas
de microtitulacion Falcon Pro Bind durante la noche a 4°C con antigeno en PBS (solucion salina tamponada con fosfato,
BioWhittaker). Para el ELISA de HBsAg se purifico el antigeno HBsAg (BioDesign) a 0,1 ug por pocillo, y para los ELISA
de HSV el antigeno consisti6 en 5 pg por pocillo de un extracto celular infectado (Advanced Biotechnolgies
Incorporated). Las placas se bloquearon durante 1 hora a la temperatura ambiente con leche en polvo al 5%/PBS
después se lavaron 3X con tamp6n de lavado (Solucion salina tamponada con Tris 10 mM, Brij-35 al 0,1%) y las
muestras de suero se diluyeron en tampoén de dilucion (leche en polvo al 2%/PBS/Tween 20 al 0,05%), se afiadieron a la
placa y después se incubaron durante 2 horas a la temperatura ambiente.

Las placas se lavaron 3X y se afiadié a la placa un anticuerpo anti-raton de cabra biotinilado (Southern
Biotechnology) diluido 1:8000 en tampdn de dilucidn y incubd durante 1 hr a la temperatura ambiente. Después de la
incubacion, las placas se lavaron 3X, después se afiadié un producto conjugado de Estreptavidina-Peroxidasa de
rabano picante (Southern Biotechnology) diluido 1:8000 en PBS vy la placa se incubé una 1 hora mas a la temperatura
ambiente. Las placas se lavaron 3X, después se afiadidé solucién sustrato (BioRad) y la reaccion se detuvo con H,SO4
IN. Se leyo la densidad oOptica a 450 nm. Los titulos del criterio de valoracion para HBsAg se calcularon mediante
comparacion de las muestras con un patrén de titulo conocido.
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Cultivo Celular

Se obtuvieron suspensiones de células individuales de bazos de raton. Los bazos se exprimieron a través de
una malla para producir una suspension de una sola célula y después las células se sedimentaron, y se trataron con
tampdn ACK (Bio Whittaker, Walquersville MD) para lisar los globulos rojos de la sangre. Después las células se lavaron
dos veces en medio RPMI 1640 con un suplemento de HEPES, glutamina al 1% (Bio Whittaker), y suero de ternera fetal
inactivado con calor al 5% (FCS, Harlan, Indianapolis IN). Se contaron las células, y se resuspendieron a una
concentracion apropiada en medio "Total" que consistia en RPMI 1640 con HEPES y glutamina al 1%, con un
suplemento de FCS inactivado con calor al 5%, mercaptoetanol 50 mM (Gibco-BRL, Long Island NY), gentamicina
(Gibco-BRL), MEM con piruvato de sodio 1 mM (Gibco-BRL) y MEM con amino&cidos no esenciales (Sigma, St, Louis
MO). Después se utilizaron las suspensiones celulares en diferentes inmunoandlisis. Para los andlisis especificos de
CD8 se cultivaron las células in vitro en presencia de un péptido correspondiente a epitopos CD8 conocidos. Para
HBsAg en ratones BALB/C la secuencia del péptido fue IPQSLDSWWTSL (QCB Inc). Para las respuestas de CD8 a
HSV en ratones Balb/C se utilizé el péptido HGPSLYRTF encontrado en ICP27. Los péptidos fueron elaborados en
DMSO (10 mg/ml) y diluidos a 10 yg/ml en medio de cultivo.

ELISPOT

Para los analisis ELISPOT con IFN-g se revistieron placas de filtracion con membrana Millipore Multiscreen con
50 pl de antisuero anti-IFN-g de 15 pyg/ml (Pharmingen) en tamp6n carbonato estéril 0,1 M, pH 9,6, durante la noche a
4°C. Las placas se lavaron 6X con PBS estéril y después se bloquearon con medio de cultivo de tejidos que contenia
suero bovino fetal al 10% (FBS) durante 1-2 hr a la temperatura ambiente. El medio se elimind y las células de bazo se
dispensaron en los pocillos con un total de 1X10° células por pocillo. Para los pocillos en los que se habian afiadido
menos de 1X10° células de animales inmunizados, se utilizaron células de animales no sometidos a tratamiento previo
para llevar el total a 1X10°. Las células se incubaron durante la noche en una incubadora para cultivos de tejidos en
presencia del péptido como se ha descrito antes. Las placas se lavaron 2X con PBS y 1X con agua destilada. Esto
estuvo seguido de 3 lavados con PBS. Se afiadié anticuerpo monoclonal anti-IFN-g biotinilado (Pharmingen) a la placa
(50 pl de una solucion de 1 uyg/ml en PBS) y se incub6 durante 2 hr a la temperatura ambiente. Las placas se lavaron 6X
con PBS después se afiadieron 50 yl de un producto conjugado de Estreptavidina-Fosfatasa alcalina (1:1000 en PBS,
Pharmingen) y se incubaron durante 2 hr a la temperatura ambiente. Las placas se lavaron 6X con PBS y se afiadio el
sustrato coloreado (BioRad) y se dej6 que la reaccion prosiguiera hasta que aparecieron manchas oscuras. La reaccion
se detuvo lavando con agua 3X. Las placas se secaron al aire y se contaron las manchas con un microscopio.

ELISA para IFN-g

Para el ELISA con IFN-g CD8 se cultivaron células durante la noche en placas para el cultivo de tejidos de 96
pocillos de fondo redondo en presencia del péptido. Se tomaron muestras del sobrenadante y se utilizaron para la
determinacion de los niveles de IFN-g. Se recubrieron las placas con una unién elevada (Costar) con 100 pl de
anticuerpo anti-IFN-g de ratén de 0,5 pg/ml (Pharmingen) en tampoén bicarbonato, pH 9,6. Las placas se bloquearon
durante 1 hr a la temperatura ambiente con medio de cultivo de tejidos que contenia FBS al 10%, después se lavo 3X
con el tampo6n de lavado de TBS. Las muestras de sobrenadante obtenidas de las células cultivadas se diluyeron en
medio para el cultivo de tejidos y se cargaron sobre la placa y se incubaron durante 2 hr a la temperatura ambiente. Las
placas se lavaron 3X con tampo6n de lavado y se afiadié un anticuerpo secundario (0,5 pg/ml de anti-INF-g de raton de
rata biotinilado en PBS, Pharmingen) a las placas y se incubaron durante 1 hr a la temperatura ambiente. Las placas se
lavaron 3X, y se afiadié un producto conjugado de Estreptavidina-peroxidasa de rabano picante (1:2000 en PBS,
Southern Biotechnology) durante 1 hr a la temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3X, después se afiadio solucion
sustrato (BioRad) y la reaccion se detuvo con H,SO4 1N. Se ley6 la densidad 6ptica a 450 nm.

Cuando se llevaron a cabo los ELISA de IFN-g sobre células estimuladas con HSV-2 inactivado con UV, se
utilizaron los sobrenadantes de las placas de proliferacion (descritos mas abajo) como fuente de IFN-g experimental.
Por lo demas el procedimiento fue el mismo descrito antes.

Analisis de Proliferacién.

Para la proliferacion se cultivaron en placa las células a una concentracion de 3 X 10° células/pocillo en placas
Costar de 96 pocillos (Coming Incorporated, Corning NY). Se afiadieron virus inactivado con UV (moi original 2), o
extractos de proteina de células infectadas (2 y 0,5 ug por pocillo) a los pocillos por triplicado y las células se incubaron
a 37°C en una atmésfera de CO, durante 3 dias. Después se afiadié metil-timidina-H® (NEN, Boston MD) (0,5 mC
pocillo) y las células se cultivaron durante 18 horas mas antes de tratar las placas. Se calcularon los indices de
estimulacion tomando las cpm medias de los pocillos por triplicado para las células estimuladas por el antigeno,
divididas por la media de los pocillos por triplicado de las células cultivadas solamente con medio.

Experimento inicial para investigar la actividad como coadyuvante potencial de imiquimod

Los ratones fueron inmunizados con una vacuna de ADN que contenia un plasmido de expresion de HBsAg
utilizando una dosis elevada (1 pg) o una dosis baja (50 ng) de vacuna. Tratamiento con crema de imiquimod al 5%
Aldara fue 1 dia antes de la inmunizacion (dia -1), el dia de la inmunizacion (dia 0), 1 dia después o 2 dias después de
la inmunizacion. También se traté un grupo durante tres dias (dia 0, 1 y 2). Se administr6 a los ratones una Unica dosis
de vacuna y se sacrificaron 2 semanas mas tarde para medir las respuestas inmunitarias. Los resultados mostrados en
la Figura 1 son del ELISA para IFN-g CD8. A partir de estos datos hubo una indicacién de que Aldara podia reforzar las
respuestas inmunitarias celulares. Se encontré cierto efecto el dia 0 pero el dia 1 parecia ser mejor, esto se debia en
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gran parte a dos respondedores fuertes. Los valores son la media de 4 ratones individuales.

También se sometié a ensayo el anticuerpo del suero (Figura 2), pero debido a que estos son solamente 2
semanas después del cebado tienden a ser variables.

Ejemplo 2
El imiquimod intensifica las respuestas celulares cuando se aplica un dia después de lainmunizacién

Se repitié el experimento descrito en el Ejemplo 1. Ademas se sometieron a ensayo diferentes dosis de otro
coadyuvante (coadyuvante A). Se administré a los animales un cebado y un refuerzo utilizando un plasmido que
expresaba el gen de HBsAg a partir del promotor de HCMV. Los niveles de anticuerpo resultaron ligeramente afectados
por el coadyuvante A pero en este caso puede ser claramente observado el efecto del imiquimod y se encontré una
fuerte reduccion en los niveles de anticuerpo (Figura 3).

La respuesta celular mostrada tanto por el ELISA para IFN-g como por los ELISPOT indic6 que el tratamiento
con imiquimod potenciaba las respuestas. Los animales tratados con Aldara un dia después de la inmunizacion
mostraron de nuevo el efecto mas fuerte (Figura 4).

Esto es confirmado por los datos mostrados en la Figura 5. En todos los experimentos siguientes se administro
crema Aldara el Dia 1 después de la inmunizacion.

Ejemplo 3
Efecto de imiquimod sobre una variedad de estrategias de refuerzo y cebado diferentes

Este experimento incluye un plasmido que expresa HBsAg a partir del promotor de queratina 14. Esto se utilizé
para probar y alterar la expresion del antigeno en diferentes tipos de células y ver si esto afectaba a la respuesta
inmunitaria. Los ratones fueron inmunizados dos veces. Algunos fueron tratados con crema Aldara en el cebado
solamente, a algunos se les administré Aldara solamente en el refuerzo y un grupo recibié Aldara tanto en el cebado
como en el refuerzo.

Los resultados se muestran en la Figura 6. Los titulos de anticuerpo no fueron aumentados por los tratamientos
y como se encontré a menudo, de hecho fueron reducidos. La reduccion mas pronunciada para los ratones a los que se
habian administrado dos inmunizaciones es en el grupo al que se habia administrado crema Aldara en el cebado y en el
refuerzo. En las Figuras los animales no sometidos a tratamiento previo se marcaron como "N" y a los animales
marcados como HA, (grupo sesenta) se les administré solamente una Unica inmunizacion.

Cuando se midieron las respuestas inmunitarias celulares (Figura 7 y 8) los autores de la presente invencion no
obtuvieron el patron esperado debido a que el grupo de control al que se habian administrado dos inmunizaciones con
el plasmido HCMV (H,H) tuvo respuestas considerablemente superiores a las encontradas en el pasado (véase el
experimento previo). Los controles anormalmente bajos hicieron imposible interpretar los efectos de Aldara, aunque si
se considera que el control H,H debe ser mas similar al grupo H,K a su lado, se puede extrapolar un efecto del Aldara.
En términos generales, parece que Aldara intensifica las respuestas celulares, e inhibe las respuestas de anticuerpos.

Ejemplo 4
Uso de imiguimod para potenciar las respuestas a los antigenos HSV-2

En este experimento se utilizaron tres tipos de vacunas de ADN. Un plasmido con un solo gen gD que expresa
la glicoproteina completa que seria una proteina de membrana. Un plasmido con un solo gen gB que expresa una forma
truncada de la proteina de manera que es secretada a partir de la célula. El tercer tipo de vacuna es una vacuna
subgendmica que contiene un fragmento gendmico de HSV-2. En este fragmento esté el gen para gD, pero no para gB.
Otros genes de interés en esta vacuna son los genes tempranos inmediatos ICPO, 4 22 y 27. Los coadyuvantes
utilizados fueron crema Aldara aplicada tépicamente, los genes CT liberados conjuntamente sobre las mismas particulas
de oro que la vacuna y otro coadyuvante (coadyuvante B) administrado el dia 0, 1y 2.

Las medidas de la inmunidad celular (Figuras 9 y 10) demuestran que los coadyuvantes CT son superiores a
los otros coadyuvantes aunque fue evidente cierta actividad para la crema Aldara.

Ejemplo 5
Ensayo de un panel de coadyuvantes

Se sometid a ensayo un panel de coadyuvantes en busca de actividad con una vacuna HSV-2 que era la
vacuna subgenémica. En este caso se utilizaron coadyuvante A y el gen HSP asi como crema Aldara y los genes CT.
Todos los coadyuvantes se administraron a una dosis a la cual los autores de la presente invencion habian observado
previamente efectos Optimos en los experimentos con las vacunas de HBsAg. Se aplicé Aldara un dia después de la
inmunizacioén, se administré coadyuvante A (150 ng) el dia de la inmunizacién, los genes CT y HSP fueron liberados
simultaneamente con la vacuna subgendmica en proporciones 9:1 y 20:1 de vacuna:coadyuvante respectivamente. Se
administraron a los animales un cebado y un refuerzo. Las respuestas de los anticuerpos son tipicamente bajas a partir
de la vacuna y ninguno de los coadyuvantes mostré una fuerte capacidad para reforzarlas (Figura 11).

Se midieron las respuestas inmunitarias celulares mediante las proliferaciones en respuesta a HSV-2
inactivado por UV asi como las respuestas especificas de CD8 a la proteina ICP27 expresada a partir de la vacuna
(Figuras 12 a 14).

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2355714 T3

Ejemplo 6
Ensayo de subclases de anticuerpos

Se realizé un ELISA sobre muestras de suero de diferentes experimentos para examinar la subclase de
anticuerpo especifico de HBsAg. Las respuestas sin coadyuvante de la vacuna de ADN muestran una proporcion de
IgG1/IgG2a de aproximadamente 3. Una predisposicion celular mas fuerte de una respuesta inmunitaria es indicada por
una respuesta de IgG2a mas fuerte de manera que la proporciéon se aproximaria de este modo a 1 o menor. De los
coadyuvantes con los que habian trabajado los autores de la presente invencion, Aldara es uno en el que esta
proporcion cae indicando que es capaz de desviar la respuesta inmunitaria hacia una respuesta celular (Figura 15).
PGE2 por ejemplo no tiene el mismo efecto global aunque puede intensificar las respuestas celulares como hace
Aldara, pero no parece desplazar tanto la respuesta inmunitaria. Esta caracteristica de imiquimod puede tener
importancia cuando una respuesta de anticuerpos es perjudicial, o se necesita una respuesta celular enormemente
sesgada.

Ejemplo 7
Caracterizacion adicional de la actividad coadyuvante de imiquimod

Se realizaron dos experimentos adicionales para evaluar la eficacia de imiquimod (crema Aldara) como
coadyuvante para la inmunizacion mediada por particulas con ADN (PAID). En ambos experimentos se utiliz6 un
plasmido que expresaba sAg y cAg de HBV como vacuna de ensayo. La dosificacion de ADN, la formulacion de Aldara
(puro vs. diluido con crema de control), y el tiempo de administracion de Aldara se variaron. Las lecturas incluyeron
titulos de anticuerpo y ELISPOT con citoquina para los dos antigenos. Como se esperaba a partir de los resultados de
los Ejemplos anteriores, el imiquimod potenciaba principalmente la respuesta de ELISPOT para IFN-g con un pequefio
efecto sobre los titulos de anticuerpo y los ELISPOT para IL-4. Los resultados también demostraron que la liberacion de
Aldara de uno o siete dias después de PMID era generalmente mas eficaz que la crema de control o Aldara liberadas en
el momento de la administracion de PMID.

Con el fin de someter a ensayo la eficacia de imiquimod como coadyuvante para PMID, se administr6 ADN que
codificaba sAg y cAg de HBV utilizando un dispositivo ND5.5 y se administrd el imiquimod en forma de crema Aldara. En
el primer experimento, se sometieron a ensayo las diferentes dosis de ADN y los puntos horarios de la administracion de
Aldara (Tabla 1). En el segundo experimento, se sometié a ensayo una Unica dosis de ADN que codificaba HBV (2 ug)
junto con el tratamiento con Aldara el dia 1 después de la vacunaciéon con PMID, Aldara diluido al mismo tiempo que
PMID, y Aldara 1 semana después de PMID (Tabla 2).

Se vacunaron grupos de 5-10 ratones Balb/c en el abdomen afeitado con un disparo el dia 0 (cebado
solamente) o los dias 0 y 28 (cebado y refuerzo). Se administré6 PMID utilizando un dispositivo ND5.5 con una carga
explosiva de 1 mg de Au y un cilindro de 35 bares. Se administr6 Aldara a la dosis y en los tiempos indicados en las
tablas de més arriba. El imiquimod se administré6 en forma de crema Aldara (imiquimod al 5%) obtenido de un
farmacéutico. En el experimento uno, se liber6 una pequefia cantidad de Aldara no medida en los tiempos indicados
utilizando un bastoncillo de algoddn para frotar la crema. En el experimento dos, se midieron 20 ml de Aldara y se
aplicaron a los ratones. La crema de control fue una crema de manos de venta sin receta que contenia muchos
ingredientes iguales que la crema base de Aldara. En el grupo en el que Aldara se habia diluido, se emulsioné una
mezcla 5:1 de crema de control y Aldara entre dos jeringas utilizando una llave de paso de tres vias.

Se tomaron muestras de sangre de los ratones retro-orbitalmente a las 4 semanas para los grupos de
cebado/refuerzo. Se recogi6 la sangre por medio de puncion intracardiaca, y se separaron los bazos para los analisis
celulares en el sacrificio cada 2 semanas (cebado solamente) o cada 6 semanas (refuerzo + 2 semanas). Se analizaron
los sueros en busca de anticuerpos anti-sAg y anti-cAg utilizando ELISA de la empresa. Las células de bazo de los
ratones individuales se estimularon con proteina o péptido para los andlisis ELISPOT de g-IFN e IL-4. Se utilizaron tres
grupos de antigeno: 1) cAg intacto de Biodesign; 2) una genoteca de péptidos sAg solapantes (15 meros desplazados
por 3 aminodcidos sintetizados por Chiron); y 3) un péptido inmunodominante de sAg (aminoacidos 28-39) conocido por
unirse a la molécula L* del MHC de clase I. Se calcularon las células formadoras de manchas especificas restando el
namero de manchas generadas con las células cultivadas en medio solo.

Como se ha observado previamente, el imiquimod no intensificd las respuestas de anticuerpo a ningun
antigeno de HBV (datos no mostrados). En el primer experimento, tampoco hubo efecto del imiquimod sobre la
secrecion de IL-4, segin se midi6 mediante andlisis ELISPOT (tampoco mostrado). Como se muestra en Figura 16,
hubo un aumento de la frecuencia de células que secretaban g-IFN en respuesta al antigeno. Se muestra la respuesta a
la genoteca del péptido sAg (principalmente células CD4+) pero se pudieron observar respuestas comparables con un
péptido restringido a la clase 1 que estimula las células CD8+ (no mostrado). A la dosis baja de ADN que codifica HBV,
el imiquimod aumenta la secrecion de g-IFN cuando se administra en los tres puntos horarios, aunque la administracion
24 horas después de PMID es la mas eficaz. A la dosis mas elevada de ADN, la administracion de imiquimod es
ligeramente inhibidora cuando se libera justo antes o justo después pero aumenta PMID cuando se administra 24 horas
después.

En el segundo experimento, se intentaron regimenes de cebado/refuerzo asi como la disminucién de la dosis
de imiquimod mezclando Aldara con una crema de control. Se debe observar que los autores de la presente invencion
no tenian modo de medir el imiquimod, los autores de la presente invencidon no estaban seguros de cuan eficaz era la
mezcla. En este estudio, las respuestas en el ELISPOT con g-IFN de los ratones a los que se habia administrado crema
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de control eran mayores de lo normal después del cebado solamente. Por lo tanto, no hubo aumento de la respuesta por
Aldara (datos no mostrados). Esto es, desafortunadamente, no coincidia con el primer estudio. En los animales que
habian recibido refuerzo, sin embargo, se observé un aumento de la frecuencia de las células que secretaban g-IFN
cuando se suministraba Aldara en los siguientes puntos horarios: 24 horas después del cebado solamente; 24 horas
después del cebado y el refuerzo; 24 horas después del refuerzo solamente; y siete dias después del refuerzo. El mayor
efecto se produjo con la Ultima dosis de Aldara (1 y 7 dias después del refuerzo) (Figura 17).

Como los autores de la presente invencion no han sometido a ensayo los ELISPOT en lapsos mas prolongados
después del refuerzo y el tratamiento con Aldara, no saben si este efecto es transitorio. Como en el experimento uno,
las respuestas CD8+ eran similares a las respuestas CD4+ con la excepcion de que el Aldara suministrado 24 horas
después del refuerzo solamente no era mayor que cuando era liberado después del cebado solamente: A diferencia del
experimento uno (estudios de cebado solamente), el aumento de las respuestas en el ELISPOT con IL-4 se observo
después del refuerzo, particularmente con el grupo tratado 7 dias después del refuerzo (datos no mostrados).

Estos experimentos demuestran que el imiquimod aumenta la frecuencia de las células que secretan g-IFN
después de la vacunacién con PMID. El punto horario 6ptimo para este efecto parece ser aproximadamente de un dia
hasta 7 dias después de PMID.

Tabla 1
Grupo Plasmido Vector de Aldara (tiempo
HBV sAg/cAg Control (ug) relativo a PMID)
(H9)

1 2 0 0

2 0,2 1,8 0

3 0,02 1,98 0

4 2 0 Justo antes

5 0,2 1,8 Justo antes

6 0,02 1,98 Justo antes

7 2 0 Justo después

8 0,2 1,8 Justo después

9 0,02 1,98 Justo después

10 2 0 Un dia después

11 0,2 1,8 Un dia después

12 0,02 1,98 Un dia después

13 0 2 0

Tabla 2
Grupo Tratamiento con Aldara Dia del
(T=Tiempo post vacunacion) Sacrificio

1 Crema control T=24 hr 14 post-cebado
2 Aldara puro T=24 hr 14 post-cebado
3 Aldara diluido 1:5 T=0 14 post-cebado
4 Aldara T=7 dias 14 post-cebado
5 Sin tratamiento previo 14 post-cebado
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Grupo Tratamiento con Aldara Dia del
(T=Tiempo post vacunacion) Sacrificio
6 Crema control T=24 hr 14 post-refuerzo
7 Aldara puro T=24 hr en el cebado solamente 14 post-refuerzo
8 Aldara puro T=24 hr en el cebado y refuerzo 14 post-refuerzo
9 Aldara puro T=24 hr en el cebado solamente 14 post-refuerzo
10 Aldara T=7 dias post-refuerzo 14 post-refuerzo
11 Sin tratamiento previo 14 post-refuerzo
Ejemplo 8

Actividad coadyuvante de Resiguimod

Se suministra tdpicamente Resiquimod en la piel del abdomen de ratones Balb/c los dias -2, -1, 0, 1, 2 0 3 con
respecto a la inmunizacion el dia 0. La inmunizacion utiliza una vacuna de ADN que expresa el antigeno de superficie
de la Hepatitis B de manera que las respuestas celulares y de anticuerpos encontradas después del tratamiento con
Resiquimod pueden ser evaluadas y comparadas con abundancia de datos histéricos. La formulacién consiste en una
crema al 0,05%, una solucién en DMSO (aproximadamente 5 mg/ml). Idealmente se someten a ensayo ambos tipos de
férmulas. La mitad de los ratones se sacrifican 7 dias después de la inmunizacion para medir las respuestas
inmunitarias celulares (ELISPOT CD8). El resto de los ratones se desangran 28 dias después de la inmunizacién, se
refuerzan con el mismo programa que la inmunizacion del cebado y después se sacrifican 2 semanas mas tarde para
someter a ensayo las respuestas de anticuerpos y celulares. Se utiliza suero para someter a ensayo el titulo de
anticuerpo y para evaluar la distribucion de las subclases de anticuerpo IgG que indica la tendencia de la respuesta
inmunitaria.

En un punto horario antes o después de la inmunizacion el Resiquimod intensifica las respuestas inmunitarias a
las vacunas de ADN. Es probable que la intensificacién se produzca cuando el Resiquimod es suministrado 1 dia
después de la inmunizacién como se descubrié para Aldara, que es un compuesto similar. Muy probablemente se
encuentra un refuerzo en la respuesta inmunitaria celular. El Resiquimod puede tener la capacidad de intensificar las
respuestas de anticuerpos pero puede que esto no ocurra con el sitio de administracion y el programa de administracion
que emplean los autores de la presente invencion. En teoria, un punto horario (diferente del punto de intensificacion)
también puede encontrar un efecto supresor del Resiquimod, que puede ser explotado para otras aplicaciones. La dosis
utilizada parece estar en el intervalo en el que se encuentra la actividad del Resiquimod in vivo, y una mejora adicional
del método optimizara la dosificacion y la formulacion del Resiquimod.

Materiales y Métodos
Plasmidos

Para la inmunizacion se utilizaron plasmidos para vacuna de ADN con una respuesta inmunitaria bien
conocida. El plasmido WRG7128 es una eleccion posible que expresa el antigeno de superficie de la Hepatitis B
(HBsAg) que utiliza el promotor/intensificador de HCMV y genera una respuesta celular y de anticuerpos.

Coadyuvantes Topicos

El Resiquimod se formula como una crema al 0,05%, o como una solucién en DMSO de 5 mg/ml. Para aplicar
la crema, esta se frota sobre los abdémenes de los ratones utilizando un bastoncillo de algodén. De este modo se
suministran aproximadamente 20 ml de crema. La solucion en DMSO se extiende sobre el abdomen de los ratones
utilizando un pipeteador que libera 50 pug.

Vacunas de ADN

La precipitacion de ADN sobre las particulas de oro se logra utilizando procedimientos convencionales para la
formulacion con calcio/espermidina de vacunas de ADN. Se mezcla el ADN con particulas de oro de 2 micras en tubo
pequefio de centrifuga que contiene 300 ml de espermidina 50 mM. La cantidad de ADN afadido es de 2 ug por mg de
particulas de oro y se elaboraron tipicamente lotes de 26 mg de oro (52 ug de ADN). EI ADN se hizo precipitar sobre oro
mediante la adicién de un 1/10 del volumen de CacCl, al 10% durante la agitacién continua del tubo en una mezcladora
giratoria. Los complejos de ADN-oro se lavaron tres veces con etanol absoluto, después se cargaron en tubos Tefzel, se
secaron y se cortaron en segmentos de 11,27 centimetros para su uso el dispositivo XR-1.

Para la inmunizacién, se suministraron las vacunas de ADN por medio del dispositivo XR-1 en el abdomen de
ratones Balb/C. Se realiz6 un Unico disparo para la inmunizacién. Algunos experimentos emplean solamente un cebado,
y otros tendran un cebado y un refuerzo a las 4 semanas.
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ELISA de anticuerpos

Se analizan muestras de suero en busca de anticuerpos utilizando un analisis ELISA. Se recubren placas de
microtitulacion Falcon Pro Bind durante la noche a 4°C con antigeno en PBS (solucion salina tamponada con fosfato,
BioWhittaker). Para el ELISA con HBsAg el antigeno es HBsAg (BioDesign) purificado a 0,1 ug por pocillo. Las placas
se bloquean durante 1 hora a la temperatura ambiente con leche en polvo al 5%/PBS después se lavan 3X con tampon
de lavado (solucién salina tamponada con Tris 10 mM, Brij-35 al 0,1%) y se afiaden muestras de suero en tampo6n de
dilucién (leche en polvo al 2%/PBS/Tween 20 al 0,05%) a la placa y después se incuba durante 2 horas a la temperatura
ambiente. Las placas se lavan 3X y se afiade un anticuerpo anti-raton de cabra biotinilado (Southern Biotechnology)
diluido 1:8000 en tampén de dilucién a la placa y se incuba durante 1 hr a la temperatura ambiente.

Después de la incubacion, las placas se lavan 3X, después se afiade un producto conjugado de Estreptavidina-
Peroxidasa de rabano picante (Southern Biotechnology) diluido 1:8000 en PBS y la placa se incuba 1 hora méas a la
temperatura ambiente. Las placas se lavan 3X, después se afiade solucién de sustrato (BioRad) y la reaccion se detiene
con H,SO4 IN. Se lee la densidad Optica a 450 nm. Se calculan los titulos del criterio de valoracion mediante
comparacién de las muestras con un patrén de titulo conocido. Para la evaluacion de la subclase los anticuerpos anti-
raton utilizados son 1gG1 o IgG2a especificos pero el andlisis sigue siendo igual.

Cultivo Celular

Se obtienen suspensiones de una sola célula a partir de bazos de ratén. Los bazos se exprimen a través de
una malla para producir una suspension de una sola célula y después las células se sedimentan, y se tratan con tampon
ACK (Bio Whittaker, Walquersville MD) para lisar los globulos rojos de la sangre. Después las células se lavan en medio
RPMI 1640 con un suplemento de HEPES, glutamina al 1% (Bio Whittaker), y suero de ternera fetal inactivado con calor
al 5% (FCS, Harlan, Indianapolis IN). Se cuentan las células, y se resuspenden hasta una concentracion apropiada en
medio "Total" que consiste en RPMI 1640 con HEPES y glutamina al 1%, con un suplemento de FCD inactivado con
calor al 5%, mercaptoetanol 50 mM (Gibco-BRL, Long Island NY), gentamicina (Gibco-BRL), MEM con piruvato de sodio
1 mM (Gibco-BRL) y MEM con aminoéacidos no esenciales (Sigma, St. Louis MO). Para los analisis especificos de CD8,
se cultivan las células in vitro en presencia de un péptido correspondiente a epitopos CD8 conocidos. Para el HBsAg en
ratones BALB/C la secuencia del péptido es IPQSLDSWWTSL (QCB Inc). Los péptidos se elaboran en DMSO (10
mg/ml) y se diluyen a 10 mg/ml en medio de cultivo.

ELISPOT

Para los analisis ELISPOT de IFN-g se recubren placas de filtracion con membrana Millipore Multiscreen con
50 pl de antisuero anti-IGN-g de 15 pg/ml (Pharmingen) en tampon carbonato estéril 0,1 M, pH 9,6, durante la noche a
4°C. Las placas se lavan 6X con PBS estéril y después se bloguean con medio para el cultivo de tejidos que contiene
suero bovino fetal al 10% (FBS) durante 1-2 hr a la temperatura ambiente. El medio se separa y las células de bazo se
dispensan en los pocillos con un total de 1X10° células por pocillo. Para los pocillos en los que se afiaden menos de
1X10° células de los animales inmunizados, se utilizan células de animales no sometidos a tratamiento previo para
llevar el total a 1X10°. Las células se incuban durante la noche en una incubadora para el cultivo de tejidos en presencia
del péptido como se ha descrito antes. Las placas se lavan 2X con PBS y 1X con agua destilada. Esto esté seguido de 3
lavados con PBS. Se afiade anticuerpo monoclonal anti-IFN-g a (Pharmingen) a la placa (50 pl de una solucién de 1
pg/ml en PBS) y se incuba durante 2 hr a la temperatura ambiente. Las placas se lavan 6X con PBS después se afaden
50 ul de un producto conjugado de Estreptavidina-Fosfatasa alcalina (1:1000 en PBS, Pharmingen) y se incuba durante
2 hr a la temperatura ambiente. Las placas se lavan 6X con PBS y se afiade el sustrato coloreado (BioRad) y se permite
gue la reaccion prosiga hasta que aparecen manchas oscuras. La reaccion se detiene lavando con agua 3X. Las placas
se secan al aire y se cuentan las manchas con un microscopio.

40



10

15

20

25

30

35

40

ES 2355714 T3

REIVINDICACIONES

1. Un compuesto para su uso en un metodo para intensificar o estimular en un individuo una respuesta inmunitaria
mediada por células a un antigeno, donde el compuesto es una imidazoquinolinamina, imidazopiridin-amina, 6,7-
cicloalquilimidazopiridinamina fusionada, 1,2- imidazoquinolinamina puenteada, tiazolo- u oxazolo-quinolinamina,
tiazolo- u oxazolo-piridinamina, imidazonaftiridina o tetrahidroimidazonaftiridinamina, y donde el compuesto se
administra tépicamente o transdérmicamente al individuo de 12 a 36 horas después de administrar un polinucleétido
recombinante aislado capaz de expresar el antigeno.

2. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el compuesto es una imidazoquinolina.
3. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, donde el compuesto es imiquimod.

4. Un compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el polinucleétido
se administra topicamente o transdérmicamente.

5. Un compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el compuesto y/o
el polinucledtido esté/se administra en forma de particulas.

6. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, donde el polinucledtido y/o el compuesto estan
recubiertos sobre un portador nucleo.

7. Un compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, donde el portador nicleo esta constituido por
particulas de oro.

8. Un compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, donde las particulas se
administran utilizando una jeringa sin aguja.

9. Un compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el compuesto se
administra en forma de crema.

10. Un compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el polinucleétido
se administra repetidamente para proporcionar una administracion de cebado y refuerzo.

11. Un compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el polinucle6tido
intensifica 0 estimula una respuesta inmunitaria contra una infeccion viral.

12. Un compuesto para su uso de acuerdo con reivindicacion 11, donde el virus es el virus de la hepatitis B, el virus
herpes simplex, el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus influenza o el papilomavirus.

13. Un compuesto para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el polinucleétido
es ADN.

14. Un polinucleétido recombinante aislado capaz de expresar un antigeno para su uso en un método para intensificar o
estimular en un individuo una respuesta inmunitaria mediada por células a dicho antigeno, donde el polinucleétido se
administra de 12 a 36 horas antes de la administracién topica o transdérmica al individuo de un compuesto que es una
imidazoquinolinamina, imidazopiridinamina, 6,7-cicloalquilimidazopiridinamina fusionada, 1,2-imidazoquinolinamina
puenteada, tiazolo- u oxazolo-quinolinamina, tiazolo- u oxazolo-piridinamina, imidazonaftiridina o tetrahidroimida
zonaftiridinamina.

15. El uso de un compuesto en la fabricacion de un medicamento para intensificar o estimular en un individuo una
respuesta inmunitaria mediada por células a un antigeno, donde el compuesto es una imidazoquinolinamina,
imidazopiridinamina, 6,7-cicloalquilimidazopiridinamina fusionada, 1,2-imidazoquinolinamina puenteada, tiazolo- u
oxazolo-quinolinamina, tiazolo- u oxazolo-piridinamina, imidazonaftiridina o tetrahidroimidazonaftiridinamina, y donde el
compuesto es para la administracion topicamente o transdérmicamente al individuo de 12 a 36 horas después de
administrar un polinucleétido recombinante aislado capaz de expresar el antigeno.
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