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= (54) Title: METHOD FOR OBTAINING ANTIGENIC STRUCTURES ENHANCING SPECIFIC CROSS REACTIVITY

&= (59 Titalo: METODO DE OBTENCION DE ESTRUCTURAS ANTIGENICAS QUE POTENCIAN LA REACTIVIDAD CRU-
=== ZADA ESPECIFICA

=== (57 Abstract: The invention relates to a method for obtaining high cross reactivity antigenic structures that are capable of enhane-
== ing an immune response to peptidic antigens administered systemically and/or mucosally and to the chemical structures obtained
— with said method and the formulations obtained from said structnres and their utilization. The method describes the obtention of
new dendrimeric structures from the selection and synthesis of dendrimers that are subsequently coupled to carrier molecules. The
resulting structures can be nsed conveniently adjuvated or in a formulation in which several antigens of this type can be introduced,
a synergistic effect taking place between these components in relation to the cross reactivity and the immunogenicity of the response
obtained, The preparation may also contain stabilizers and preserving agents. The resulting antigenic structures can be used in the
pharmaceatical industry as vaccine formulations for human and veterinary use and as part of diagnostic systems.

0 A2

\S (57) Resumen: La prescnte invencién se relaciona con un método para la obtencién de estructuras antigénicas de alta reactividad

= cruzada, capaces de potenciar 1a respuesta inmune a antigenos peptidicos administrados por via sistémica y/o mucosal, asf como

con las estructuras qufmicas obtenidas a partir este método, y con las formulaciones obtenidas a partir de dichas estructuras y su

S~ 150.Fl método describe la obtencidn de nusvas estructuras dendriméricas, partiendo de la seleccién y sintesis de dendrimeros, que

g posteriormente son acoplaidos a moléculas portadoras. Las estructuras resultantes pueden utilizarse convenientemente adyuvadas o
en una formulacién donde pueden introducirse varios antigenos de este tipo, encontrindose un efecto sinérgico entre estos compo-

O nentes con respecto a la reactividad cruzada y la inmunogenicidad de 1a respuesta obtenida. Ademds la preparacién puede contener,
estabilizadores y preservos. Las estructuras antigénicas resultantes son aplicables en la industria farmacéutica como formulaciones
vacunales tanto para uso humano como veterinario y como parte de sistemas de diagnéstico.
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El(los) suscrito(s) .DL-Manuel Limonta
.Vidal,. .Rirector General d=) .. ...

W Centrn de Ingenieria Genetica

............ D I I I R R N e R I I A AN A

.Y Biotecnologia .

domiciliado(s) en .Ave.31l.e/.158..v....

. 190....Cubanacan...Playa..Ciudad...
de la Habana. Cuba.

------------- D A I I A L R I

nombra por el presente a Ximena Castella
nos A. y/o Margarita Castellanos A.

abogados, con OIICiNAS €N ......0cvviennnnnn
" Carrera 9 No. 93-09 .. Bogots, Colombia
para ..&0licitud.de.patante....... .

........ L N R

y para obtener la proteccién de mi (nues-
trag, propiedad industrial y con este fin au-
torizamos a dichos apoderados para que nos
representen ante cualesquiera autoridades o
personas de los érdenes administrativo, con-
tencioso-administrativo y judicial en todo lo
relacionado con los siguientes actos y gestio-
nes: a) Obtencidén de patentes de invencion,
modelos y dibujos industriales; registro de
marcas de fabrica, de servicio, colectivas o
defensivas; depdsito de nombres y ensefias
comerciales; su renovacién, prérroga, inscrip-
cién de su traspaso y cambio de nombre o
domicilio, cancelacién voluntaria y el registro
de licencia de uso de esos derechos; b) accio-
nes de oposicién, cancelacién, nulidad, medi-
das cautelares y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso-admi-
nistrativos que promovamos o se nos promue-
van, pudiendo en todos los actos y gestiones
arriba determinados sustituir este mandato,
transigir, desistir, recibir, cancelar, renunciar,
aceptar notificaciones y nombrar apoderados
judiciales y extrajudiciales.

-----------------------

(Notary ;hould execute on other side)
{Consular legalization necsssary)

3

POWER OF ATTORNEY

-------------------

-------------------------------------------

.....

...........................................

........................

hereby grant(s) Ximena Castellanos A. y/o
Margarita Castellanos A.

---------------------

--------

and to obtain the protection of my (our) in-
dustrial property, for wich purpose we autho-
rize the said attorneys to represent us before
any authorities or persoiis, specially those,
administrative, administrative contentious and
judicial, in all matters concerning the follo-
wing: a) Obtainment of patents, models and
designs; the registration of trademarks, ser-
vice, collective and defensive marks; the de-
posit of commercial names and ensigns; its
renewal, extensién, recordal of assignments,
change of name or domicile, voluntary cance-
llation; and the registration of licences of use
of the above rights; b) Actions of opposition.
cancellation, nullity, infringement, granting of
licences; and in general the civil, penal an ad-
ministrative suits relating to those rights; ac-
tions and suits instituted by us or against us;
and that in all the above matters they may
substitute this Power of Attorney, compromi-
se, desist, cancel, receive, renounce, accept no-
tifications and appoint attorneys- infact in or
out of Court.
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--------------------
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,Vidal e
estd autorizado para otorgar ell presente Po-
der. Lo anterior estd probado por medio de
los siguientes documentos, que certifico he

visto:*

...........

los cuales se
romprendidos
ncionada So-

s e e ma s rs e e

------
-----

------
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(Ciudad)

(Estado)

Hoy: de A 19

# Los documentos dehen identificarse con ticha y origen.
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e Lic. il Al
Notarig/defla Notar
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QINTLON
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del Minist)
de Cuba.
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5 antaceds
Aemerana
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B is a Corporation/Company legall

pan.,. . Playa

et

.
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liszlm a cargo
de la Direcpidn de Reglstros v Notarias
de Justicia de ia RepGblica

-

Cus Ia(e) firma(s) que
) rufsen aotéonticas por la
cue geardan con la misma
nibrau o usar en todos sus

. dias del mes

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

On this dayof ...........
personally ‘appeared ..

...................

LR I SR N Y L A N I I I S N I I ]

hom I know to be th:e.f)erson(s) who signed
this docahents as representative(s) of the
Corporation/Company named

...............

---------------

------------------------------------

PRI S boasonnaasdianeconsns

v s e s

{ c constituted
and in existence in accordance with the laws

of

------ A B A

T e s et e

b) That the domicil: of said Corpox]ation/Com-
pany is ......... IS

..........

..........

I NI L I T T B I [T O

c) That the purpose or purposes for which the
present Power of Attorney is granted are com-
prised within the object set forth in the char-
ter of the mentioned Corporation/Company.

d) That Mr.’

..............................

-------------------------------------------

is (are) authorized to grant the present Power
of Attorney. The aforementioned| was duly
proven through the following documents and
I duly certify having seen them:*

----------

(City)
(State)
this ....... ... day ...... of . .19 ...

(Notary Public)
* Documents must be identifiet with date and

v~ -~

- w» w -

de 1993
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METODO DE OBTENCION DE ESTRUCTURAS ANTIGENICAS QUE POTENCIAN
LA REACTIVIDAD CRUZADA ESPECIFICA.

Sector Técnico
La presente invencién esta relacionada con la rama de la medicina, particularmente con
formulaciones vacunales basadas en nuevas estructuras antigénicas que potencian la

 reacfividad cruzada.

Técnlca Anterior

Los péptidos tienen por si solos muy baja inmunogenicidad por lo que generalmente
son conjugados a proteinas portadoras que aportan epitopos para células T
auxiliadoras (efecto portador) (Herrington, D.A. et al. 1987 Nature 328:257-259). En el
proceso de conjugaciéon los péptidos pueden perder las propiedades antigénicas
deseadas debido entre ofras cosas a que los métodos de conjugacion, al resultar
relativamente inespecificos, pueden enlazar al péptido por parte de la secuencia
relevante para el reconocimiento dél sistema inmunz. Para evitar los problemas

asociados a la conjugacion de péptidos a protefnas portadoras se generd otra forma de *

presentar secuencias peptidicas al sistema inmune llamada sistemas peptidicos
multiantigénicos (MAPSs) los cuales se basan en la inclusion de epitopos para células B
y T dentro de un nucleo ramificado de lisinas (Tam, J. P.et al. 1988 Proc. Natl. Acad.
Sci. 86:5409-54132-5)(Tam, J. P. 1989 Methods Enzymol. 168:7-15) (Tam, J. P. 1990
WO 90/11778) (Tam, J. P. 1993 WO 93/03766). Entre las ventajas de este sistema
portador de antigenos sobre los conjugados de péptidos a proteinas se encuentran su
estructura y composicién definidas asi como la alta prcporcién del epitopo de interés
respecto del total de la molécula. En algunos estudios se ha mostrado la superioridad
en cuanto a inmunogenicidad del sistema portador MAFs sobre los conjugados (Wang,
C. Y. et al. 1991 Science 254: 285-288); aunque esto 1,0 ha sido siempre consistente
pues en ofros estudios ha sucedido lo contrario (Riley, E.M. et al. 1996 Veterinary
immunology and Immunopathology 55: 243-253), lo wual podria ser un fenémeno
asociado a la proteina portadora.

La reactividad cruzada es una propiedad que, al igual que la neutralizacién cruzada, ha
sido descrita previamente para péptidos sintéticos (Wang, C. Y. et al. 1991. Science
254: 285-288). Varios investigadores han reportado ademas que anticuerpos para
péptidos del lazo V3 del HIV-1 presentan neutralizacién cruzada frente a diferentes
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aislamientos de campo de HIV-1 (Wang, C. Y. et al. 1991 Science 254: 285-288). En
resumen, la neutralizacion cruzada y por tanto la reactividad cruzada estan asociadas a
la estructura de péptidos, como por ejemplo péptidos del lazo V3 de VIH-1.

La estrategia de MAPs ha sido usada para generar una respuesta anti V3 neutralizante
en humanos (Geoffrey, J. et al. 1996 Journal of Infectious Diseases, 173: 330-3398). La
desventaja de esta estrategia wvacunal consistio en que para obtener una
inmunogenicidad y efecto neutralizantes mayores fue necesario inocular una cantidad
excesivamente aita, 500 pg, de MAP (Kahn, J. et al. 1994 Tenth International
Conference on AIDS Yokohama, Japan 7-12 August., Vol. 1)(Li, D. et al. 1997 Asian

.10 Pac J Allergy Immunol. 15:105-13). Si se pensara en preparar una mezcla de MAPs

=~
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"  basados en la seleccion de diferentes V3 buscando el mas amplio espectro de

neutralizacién de ‘aislamientos clinicos la cantidad necesaria de microgramos totales de
MAPs seria incompatible con las practicas habituales de inmunizacién.

La reactividad cruzada se define como la habilidad que posee un inmundgeno para
reacclonar con ligandos relacionados (Paul, W. Fundamental immunology. 4th edition).
Aungue el fendmeno de la reactividad cruzada se conoce desde los mismos inicios de
la inmunologia, hasta la fecha ninguna preparacion vacunal con probada eficacia se ha
basado a priori en la reactividad cruzada. Esto quizas explique en parte por qué la
inmensa mayorfa de las vacunas en uso actualmente en los programas de
inmunizacion de diferentes paises protegen contra patogenos que no presentan una
alta variabilidad entre sus diferentes aislamientos clinicos.

La reactividad cruzada entre péptidos con secuencias presentando homologia es una
propiedad particular de cada péptido y ésta puede ser potenciada de acuerdo a

" diferentes formas de presentacion del mismo al sistema inmune. Pudiera considerarse

obvio que el aumento de la inmunogenicidad trae consigo una potenciacion de la
reactividad cruzada, sin embargo, no resulta asl. En un esludio con péptidos T-B se
demostré que la induccion de anticuerpos con reactividad ylo neutralizacién cruzadas
no correlaciona con la inmunogenicidad de los péptidos (Kasmi, K.C, et. al. 1998
Molecular Immunology 35:905-91 8_).

Para poder generar una reSpuesta inmunologica capaz de reconocer un gran nimero
de variantes antigénicas de un patégeno se han generado una serie de ideas. Una de
éstas consiste en la inclusién'dentrq de un polipéptido multiepitépico de todas las
variantes de un epitopo o aquellas mas importantes. Los polipéptidos multiepitopicos

¥
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generados a partir de secuencias para epitopos B no han sido siempre una opcitn
viable (Fiynn, J.N, et. al. 1997 J Virol 71: 7586-92). En pritner término la generacion de
un polipéptido quimérico implica la produccion de una molécula de estructura
tridimensional impredecible que no tiene por qué exponsr adecuadamente todos los
epltopos representados lo cual favorece la respuesta hacia algunos e impide totalmente
la respuesta contra otros. Por ofro lado, resulta también impredecible la relacion de
dominancia que se impondra entre los diferentes epitopos, lo cual puede silenciar
incluso aquellos que se encuentran expuestos adecuadamente. Otra estrategia ha sido
la generacion de bibliotecas peptidicas que represéntan en si mismas toda o parte de Ia
variabllidad posible. Las bibliotecas peptidicas obtenidas de regiones altamente
variables han tenido un éxito relativo dado por la alta representatividad del nimero de
epitopos que ‘se pretende introducir en la formulacién vacunal, sin embargo cada
epitopo particular queda “diluido” dentro de un ctmulo muy grande de secuencias
diferentes lo cual hace impredecible si se obtendra una respuesta inmune al nivel

requerido (Allen, D. et al. 1998 J. of Virol. 27 651-659)(Jerome, E. et al. 1994 Eur. J. _

Immunol. 24: 2789-2795).

Ofra estrategia es la disefiada en el caso del VIH con el objetivo de cubrir un amplio
espectro de secuencias V3, es la generacion de péptidos consenso. Esta se basa en el
estudio de la variabilidad de los epitopos en los aislamientos de campo o clinicos,
estableciendo para cada posicion ai aminoacido mas conservado entre todos los
aislamientos (Holley, L.H. et al. 1991 Proc. Natl. Acad. Sci. 88:6800-6804).

Divulgacion de la invencién

El objetivo técnico que se persigue con la invencion propuesta es el desarrolio de un
meétodo de obtencion de estructuras antigénicas de alta reactividad cruzada y capaces
de potenciar la respuesta inmune a antigenos peptidicos administrados por via
sistémica y/o mucosal. Este método genera estructuras dandriméricas conjugadas que
cuentan con una parte sintética acoplada a proteinas portadoras en proporciones
adecuadas. La adicion de estructuras semejantes po.tando ofros epitopos B ha
permitido incrementar la reactividad cruzada, con lo que se consigue ademas un
incremento de la inmunogenicidad general de los antiganos coadministrados. Ofros
antigenos y adyuvantes pueden ser adicionados a esta preparacion.
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Por lo tanto, uno de los objetos de la presente invencion es un método de obtencién de
estructuras antigénicas que potencian la reactividad cruzada especifica. Dicho metodo
comprende los siguientes pasos:

A) Seleccidn del epltopo de interés;

B) Obtencién de estructuras dendriméricas con los epitopos seleccionados en el paso
(A) mediante un método de sintesis, el cual puede ser la sintesis sobre un nicleo de
lisinas o acido aspartico; 0 la sintesls sobre nuicleos de moléculas organicas; la sintesis
sobre un nudcleo dendrimérico; el acoplamiento de péptidos sobre un n(cleo
dendrimérico; 0 mezclas sobre un mismo nucleo de epitopus de células B, de células T
o de ambas;

(C) Conjugacion de una o varias de las estructuras dendriméricas obtenidas en el paso
(B), a una o varias moléculas portadoras mediante un método de conjugacion que
puede ser la conjugacion utilizando glutaraldehido, anhidrido succinico, éster de acido
B-maleimidopropionico-N -hidroxisuccinimida (MPS) o empleando un espaciador sin

cadenas laterales aromaticas, ya que se evidenci6 que la presencia de estas cadenas

elimina la reactividad hacia la esfructura dendrimérica acoplada.

" D) Mezcla de los conjugados obtenidos en el paso (C) para la obtencion de las
formulaciones mediante la adicion del péptido del dominio de unién al CD4 o un
conjugado que contenga este epftope, lo cual potencia la reactividad cruzada y la
inmunogenicidad de la estructura antigénica resultante; y finalmente
E.) Adyuvar en alimina u otro adyuvante apropiado.

En el mélodo de la invencion, los péptidos que forman parte de las estructuras
obtenidas en el paso (B) pueden ser regiones del Virus de Inmunodeficiencia Humana
1 6 2, especificamente regiones variables como la regién V3.

Igualmente pueden ser empleadas regiones de virus que poseen determinado nivel de
variabilidad y diversidad, entre ellos el virus de la Hepatitis C, B y los virus del Dengue.

‘lgualmente pueden ser empleados antigenos que se correspondan con regiones
polisacaridicas de Neisseria meningitidis, asi como péptidos que mimetizan regiones
antigénicas polisacaridicas, o cualquier region de un microorganismo o un patogeno.

De igual modo el método de la invencién puede utilizar regiones de antigenos propios o
antigenos relevantes en la obtencién de vacunas contra el cancer, como por ejemplo
las regiones de la hormona Iiberadora’de la gonadotropina.
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Entre las moléculas portadoras que pueden emplearse en el método de la invencion se
incluyen el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B, HbsAg, la proteina p64K
de Neisseria meningitidis, el antigeno de la nucleocépsida. del HIV, el antigeno de la
nucleocépsida del virus de la Hepatitis B. También pueden ser empleadas para este fin
moléculas de naturaleza polisacaridica como las particulas de dextrana.

El método de la invencion también comprende la conjugacion de una o varias de las
estructuras dendriméricas obtenidas en el paso (B), a una o varias moléculas
portadoras mediante conjugacion covalente o asociacién electrostatica o por
hidrofobicidad.

Otro objeto de la invencion es la estructura antigénica que se obfiene mediante el
método anterior, la cual potencia la reactividad cruzada especifica de preparados que
la contienen, y-que comprende los epitopos anﬁgénicos descritos previamente en forma
dendrimérica y acoplados a moléculas portadoras en una proporcion entre 1 y 30% de
la estructura resultante.

Los epltopos seleccionados pueden ser de naturaleza oligosacaridica o peptidica y

denfro de esta Gltima pueden utilizarse consensos peptidicos de regiones variables
seleccionados por subtipos, subgrupos, serofipos u otra forma de asociacion, asi como
son bibliotecas de secuencias peptidicas del microorganismo seleccionado, o péptidos
miméticos. '

Particularmente los péptidos que forman parte de la regién dendrimérica pueden
corresponderse con regiones variables del Virus de Inmunodeficiencia Humana 1 6 2, y
dentro de estas la region V3, y regiones de otros virus que poseen determinado nivel
de variabilidad y diversidad, entre ellos el virus de la Hepatitis C, B y los virus del
Dengue.

Estas estructuras comprenden antigenos que se comespondan con regiones
polisacaridicas de Neisseria meningitidis, asi como péptidos que mimetizan regiones
antigénicas polisacaridicas, o cualquier regi6n de un microorganismo o un patégeno.

De igual mado las particulas pueden contener regiones de antigenos propios o
antigenos relevantes en la obtencion de vacunas contra el cancer, como por ejemplo
las regiones de la hormona liberadora de la gonadotropina.

Entre las moléculas portadoras que conforman estas particulas pueden seleccionarse
el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B, HbsAg, la protefna p64K de
Neisseria meningitidis, el antigend de la nucleocapsida del HIV, el antigeno de la

1%




20

30 .

WO 02/36160 PCT/CUG1/00007

nucleocapsida del virus de la Hepatitis B. También pueden incluir moléculas de
naturaleza polisacaridica como las particulas de dextrana.

La invencion también se relaciona con el uso de las esfructuras antigénicas
previamente descritas con fines de diagnostico o para su inclusion en preparados
vacunales profilacticos y terapéuticos en enfermedades infecciosas, autoinmunes,
cancer, asf como con las formulaciones vacunales que se obtienen a partir de las
mismas, las cuales pueden ser aplicadas por via sistémica y mucosal.

En el caso especifico del lazo V3, se demuestra que es posible incrementar aun mas la
reactividad y la neutralizacion cruzadas con la adicion de conjugados que porten al
péptido de unidén a CD4, siguiendo el mismo fipo de estructura que se desarrollé para
potenciar la reactividad cruzada de los péptidos de regiones variables.

La adicion de estas estructuras incrementa la reactividad cruzada anti-V3 y la
inmunogenicidad de antigenos coadministrados. E! hecho de que este método
favorezca la reactividad cruzada en estrategias vacunales que lo requieran no excluye
que se aplique en ofras estrategias vacunales que se puedan favorecer por el
incremento de la inmunogenicidad.

La invencion proporciona la metodologia de obtencion de nuevas estructuras quimicas,
basadas en una diferente presentacion al sistema inmunologico de epitopos B de
regiones variables de microorganismos en los que la variabilidad esta relacionada a su
patogenicidad, también de eplitopos B de poca variabilidad pero que inducen una
respuesta neutralizante o protectora, asi como epitopos B de antigenos propios, todos
ellos dispuestos con una estructura dendrimérica sobre proteinas portadoras capaces
de potenciar su reactividad cruzada y su inmunogenicidad.

El método de obtencion propuesto permite obtener antigenos vacunales presentados al
sistema inmunoldgico de manera diferente a los convencionales y con mayor densidad
epitépica, lo que incrementa la inmunogenicidad y la reactividad cruzada anti-péptido
que se genera al conjugar el péptido multiantigénico a la proteina portadora. El método
general descrito permite, ademas, disminuir las cantidades de las estructuras
dendriméricas a utilizar para obtener mejores niveles de anticuerpos asf como nuevas
propiedades resuitantes de esta _distinta forma de presentacion.

Es fundamental destacar que en el caso de péptidos provenientes de regiones
variables es posible aumentar la reactividad cruzada sin afectar la inmunogenicidad,
como se describe en los ejemplos. Ademas de potenciarse la inmunogenicidad, se

Iy




10

15

20

25

30

WO 02/36160 PCT/CU01/00007

evidencié una potenciacién de la reactividad cruzada, esto, ademas de posibilitar la
obtencién de mejores respuestas usando menores cantidades de péplidos, es una
propiedad adicional que se potencia hasta niveles significativos.

Por otra parte, este método permite acoplar diferentes estructuras dendriméricas a una
misma molécula portadora. Igualmente se demostré que la combinacion de mezclas de
este tipo de estructuras, con estructuras semejantes portando el péptido de union a
CD4, permite incrementar la inmunogenicidad y reactividad cruzada de Ia respuesta
anti péptido V3.

La nueva estructura puede contener una parte dendrimérica constituida solamente por
los epitopos B ya que la ayuda T proviene del elemento portador, o sea el concepto de
MAP usado como subunidad vacunal completamente sintética evadiendo el uso del
elemento portador, se flexibiliza con la obtencion de macromoléculas mitad natural o
recombinante (portador de epitopo T) y mitad sintética y de naturaleza dendrimérica.

. Esta estrategia permite una mayor accesibilidad y exposicién de los epitopos B de

interés y brinda al sistema inmune una variedad de distancias entre los péptidos
presentados. Ademas, con el uso de los conjugados de estructuras dendriméricas a
proteinas portadoras, se logra una potenciacion de la reactividad cruzada y/o de (a
inmunogenicidad con dosis mucho mas bajas respeclo a las dosis de las estructuras
dendriméricas (Ej. MAPs) en solucién. '

Por otra parte, ha sido probado el efecto sinérgico que puede obtenerse sobre la
inmunogenicidad y sobre la reactividad cruzada con mezclas de estos conjugados.

La presente invencion se puede aplicar por via mucosal, y ain mas, facilita por primera
vez a la metodologia de inmunizacion con MAPs alcanzar su uso por esta via, una de
las rutas de mayor interés en la actualidad.

EJEMPLOS DE REALIZACION

Ejemplo 1. Método de obtencion de las estructuras antigénicas.

Las estructuras antigénicas pueden ser obtenidas a partir de la union de estructuras
dendriméricas a proteinas portadoras. La union de estas se llevd a cabo utilizando el
anhidrido succinico (AS) como agente espaciador. Este espaciador enlaza
covalentemente a ambos antigenos a través de sus grupos aminos. Para esto,
primeramente se pusieron a reaccionar las proteinas portadoras en buffer tampén pH
8.5 con el AS durante 30 minutos aproximadamente. El AS se activa en condiciones
basicas formando el acilo corresbondiente que reaccionara con los grupos aminos de la
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proteina. Posteriormente, los restos de AS son eliminados mediante el proceso de
dialisis para evitar los entrecruzamientos de las moléculas dendriméricas (MAP) y
péptido-péptido no deseados. La conjugacion de los antigenos sinteticos a las
proteinas portadoras se lleva a cabo activando previamente los grupos carboxilos con
ECDI (una carbodiimida soluble) durante 5 minutos y adicionando seguidamente la
macromolécula sintética (MAPs). La separacion de los conjugados se realizé6 mediante
cromatografia de filtracién en gel. Finalmente, estos fueron caracterizados por ELISA y
Western Blotting empleando anticuerpos monoclonales (A-:) y sueros de ratones.
Ejemplo 2. Método de obtencion de las estructuras antigénicas empleando diferentes
agentes espaciadores.

La obtenciébn de las estructuras antigénicas se realizé utilizando diferentes agentes
espaciadores. Un requisito deseable para obtener un conjugado de buena calidad
inmunoldgica es que la unién a la proteina se realice lo mas lejos posible de los
residuos que forman parte del epitopo o epitopos relevantes. Para evitar este

fenémeno, fueron empleados diferentes agentes espaciadcres: glutaraldehido, éster de

M-maleimidobenzoyl-N-hidroxisuccinimida (MBS), éster de acido B-
maleimidopropionico-N-hidroxisuccinimida (MPS) y anhidrido succinico (AS).
Idealmente, un buen agente espaciador no debe generar respuesta de anticuerpos
contra si mismo. En los estudios realizados se encontré que los titulos generados
contra el epitopo JY1 por.- los diferentes conjugados de HBsAg-MAP utilizando
diferentes agentes espaciadores fueron altos, excepto para el conjugado de MBS en el
cual la respuesta fue nula, siendo alta la respuesta anti espaciador cuando se
inmunizaron los ratones con conjugados que difirieron en agente acoplante. Este hecho
demuestra que todos los ageﬁtes espaciadores reportados en la literatura no se
comportan de igual manera, lo cual indica que en la obtencion de este tipo de
estructuras no es obvio el uso de cualquier agente acoplante previamente descrito en el
estado del arte.

Ejemplo 3. Disefio, sinfesis y conjugaciéon de nuevas estructuras dendriméricas al
HBsAg.

Teniendo en cuenta que las estructuras antigénicas (conjugados MAP-proteinas)
generaron altos titulos contra péptidos de interés. Se realizo la sintesis individual de
nuevas estructuras dendriméricas, pero esta vez sin necesidad de incluir en su
secuencia péptidos T auxiliadores broducto de la presencia de los epitopos T de la
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protefna portadora. Este hecho facilita la sintesis de este tipo de estructuras, posibilita
la incorporacién de epitopos B de mayor tamafio y evita la 'fomwacién de estructuras
exﬁ'aﬁas que se generan por la secuencia lineal T-B. Una vez sintetizado los
dendrimeros fueron conjugados individualmente al HBsAg como fue descrito en el
ejemplo 1. La sintesis de estos MAPs se realizé como fue descrito por J. Tam el al.
(1988). Paosteriormente, los conjugados son separados de las estructuras dendriméricas
por cromatografia de filtracion en gel y la concentracion se determind por Comassie.
Ejemplo 4. Estudio de potenciacién de la inmunogenicidad y la reactividad cruzadas.
Con el objetivo de estudiar el efecto de la conjugacion del MAP a una proteina
portadora sobre la inmunogenicidad y la reactividad cruzada se inmunizaron por via
subcutdnea en ACF/AIF, 2 grupos de 10 ratones Balb/c hembras entre 6-8 semanas
cada uno. Los grupos fueron: 1, MAP8 (TT-JY1) y 2, HBsAg-MAP8 (TT-JY1). Las dosis
fueron de 50 y 10 pg respectivamente. El esquema de inmunizacion fue de 0-14-28-40
dias y se desangrd a los ratones en los dfas 36 y 51. El conjugado HBsAg-MAPS (TT-
JY1) se obtuvo utilizando como agente espaciador al anhidrido succinico como fue
descrito en el ejemplo 1. El MAP8 (TT-JY1) contiene 8 copias del epitopo para céluias
T, que pertenece a la regién 830-844 del toxoide tetanico (TT) y contiene 8 copias para
células B, que comprende la region central del lazo V3 de la gp120 del aislamiento JY1
del HIV-1 (Cruz, L.J. et al. 2000 Journal of Peptide Science 6: 217-224). Después de la
tercera y cuarta dosis se estudio la respuesta anti JY1 por ELISA y la reactividad
cruzada. La respuesta de anticuerpos se cuantificd por ensayo inmuno-enzimatico
(ELISA) para la determinacion de IgG anti-péptido JY1 en suero.

El estudio de la reactividad cruzada se hizo por ELISA indirecto recubriendo con los
diferentes péptidos V3 conjugados a BSA (Gémez, C.E. et al. 1998 J. Virol. Methods.
71:7-1618). Las mezclas de los sueros fueron ensayadas a una dilucién 1/100.

El andlisis estadistico de los resultados se realizé por el fest de Student: p<0.05 se
considerd diferencia significativa y p<0.01 altamente significativa.

Después de la tercera dosis no hubo diferencias en cuanto a inmunogenicidad entre los
grupos aunque se puso 5 veces menos cantidad en cuanto a masa del conjugado
respecio del MAP lo cual evidencia la ventaja en cuanto a economia de antigeno de
esta estrategia (Fig. 1A). En el grupo inmunizado con el conjugado se observa una
reactividad cruzada hacia otros péptidos V3 que no aparecen en el grupo inmunizado
con el MAP incluso con similares niveles de inmunogenicidad (Fig. 1B). Luego de
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grupos inmunizados con MAP4 (TT-JY1) y MAP8 (TT-JY1) con los grupos HBsAg-
MAP8 (TT-JY1) y HBsAg-MAP4 (TT-JY1), se encuentran niveles semejantes. Sin
embargo, es importante notar | que los grupos inmunizados con los conjugados
recibieron una menor cantidad de proteina y a su vez tienen una inoculacion menos
que los grupos inmunizados con MAPs. El analisis de la reactividad cruzada de los
MAPs con solo cuatro dosis (ejemplo 4) evidencié una reactividad cruzada mucho
menor, evidencidandose la potenciacion de la reactividad cruzada luego de la
conjugacion.. Por tanto, este experimento corrobora el resuitado obtenido en el ejemplo
4. '
Ejemplo 8. Evaluacién inmunologica de nuevos conjugados de dendrimeros con
HBsAg. Andlisis del reconocimiento de los sueros frente a un panel de pépﬁdos V3.

Con el objetivo’de evaluar las interacciones entre diferentes conjugados previendo el
uso de una multiplicidad de este tipo de estructura en las vacunas que describimos y
con el objetivo de demostrar la actividad potenciadora sobre la inmunogenicidad y la

reactividad cruzada de la mezcla de conjugados MAP-HBsAg por via subcutanea, se .

ensayaron los siguientes grupos.de inmunizacion: 1, HBsAg-MAP4 (péptido consenso
de V3), 2, HBsAg-MAP4 (CD4); 3, Mezcla de los conjugados HBsAg-MAP4 (péptido
consenso) y HBsAg-MAP4 (CD4); 4, HBsAg-MAP4 (péptido libreria de V3); 5, Mezcla
de los conjugados HBsAg-MAP4 (péptido libreria de V3) y HBsAg-MAP4 (CD4). La
secuencia de los péptidos aparece resumido en la tabla 5. Se inmunizaron ratones
Balb/c hembras por via subcutanea en grupos de 10 en un volumen final de 100 pl.
Las dosis fueron de 10 pg para los grupos 1, 2 y 4, los grupos 3 y 5 se inmunizaron con
5 ng de cada conjugado en la mezcla. El esquema de inmunizacion fue: 0, 14, 28, 56,
84 dias, desangrandose los ratones 10 dias después de la Gltima dosis. Un resumen
del esquema de inmunizacion se presenta en la tabla 4.

Se evalud la reaclividad cruzada frente a un panel de 50 péptidos V3 sintetizados sobre
membrana de celulosa correspondientes a diferentes alslamientos del VIH-1. Ademas,
se evaluo la reacftividad cruzada por ELISA frente a los 5 péptidos V3 mencionados en
el ejemplo de la figura 1. Siempre se usaron las mezclas de sueros de cada grupo
diluidas 1/100. '

La respuesta de anticuerpos se cuantificd por ensayo inmuno-enzimatico (ELISA) para
la determinacion de IgG anti-péptidos consenso de V3, CD4 y librerfa de V3 en suero.
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El analisis estadistico de los resultados se realizoé por el test de Student: p<0.05 se
considerd diferencla significativa y p<0.01 altamente significativa.

En el caso de los grupos HBsAg-MAP4 (libreria) y HBsAg-MAP4 (consenso) se observa
una respuesta de anticuerpos muy débil contra péptidos homdlogos alin después de
cinco dosis (tabla 6). Es notable que la mezcla de los sueros de los animales
inmunizados con MAP libreria no reconoce ningin péptido V3 de los ensayados en el
estudio de la reactividad cruzada, ni siquiera fue capaz de reconocer al MAP homélogo,
ni al péptido consenso conjugado a BSA. Sin embargo, en el grupo inmunizado con la
mezcla de conjugados conteniendo los MAPs para CD4 y librerfa aparecen altas
reactividades para el péptido consenso asi como para el MAP libreria lo cual no puede
atribuirsele al MAP CD4 puesto que en el grupo inmunizado con este no aparece
ninguna reactividad contra alguno de estos antigenos. Del ultimo resultado se puede
concluir que existio un efecto sinérgico en la mezcla de los conjugados que resulté en
una potenciacion muy elevada de las respuestas humorales anti consenso y anti
libreria. O sea, el MAP CD4 tiene un efecto inmunopotenciador apreciable sobre la
respuesta anti V3 que se manifiesta muy potente usando dosis de inmundgenos 2
veces menor en la mezcla respecto a los conjugados inoculados individualmente. El
mismo efecto sinérgico se observa en el grupo de la mezcla CD4 y consenso.

En este experimento se demostr6 que en los ratones inmunizados con las mezclas de
los conjugados (grupos 3 y 5) se obtuvo una respuesta hacia ambos epitopos B
incluidos en la formulacién (tabla 6). Estos conjugados fueron preparados de forma
independiente y luego mezclados en la formulacién para evitar la dificultad de las
proporciones de uno con respecto al otro. Esto se reflejo en las tres mezclas utilizadas
donde se obtuvieron niveles de respuesta anti-péptido similares para cada péptido.

La respuesta anti péptido consenso y anti libreria fue significativamente superior
cuando ambos se inmunizaron en la mezcla con el péptido CD4 con respecto a la
respuesta contra ellos mismos inmunizados como conjugados individuales. La
respuesta anti consenso se incremento y la respuesta anti libreria aparecié a un alto
nivel como se aprecia en la figura 5b (graficos 1y 2). No obstante que en la mezcla se
inoculé la mitad de la dosis que se administra con I9s conjugados individuales. Este
resultado evidencia que es posible potenciar la respuesta anti V3 con la formulacion de
mezclas conteniendo al péptido QD4 conjugado (Figura 5, Graficos 1y 2).
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El incremento en la reactividad cruzada se evidencio por ELISA anti péptidos del V3.
Se tomaron los péptidos presentes en la proteina TAB9, previamente descritos en la
figura 1 y se evaluaron los sueros de este esquema. Con respecto a la interaccion entre
los péptidos consenso y CD4 se observé que la mezcla generé altos titulos de
respuesta por reactividad cruzada propia del CD4 y por la reactividad normal del
consenso incrementada por el efecto potenciador de la adicion del conjugado HBsAg-
MAP4 (CD4). Ademas las mezclas de los sueros de los grupos 3 y 5 después de cuarta
y quinta dosls fueron analizadas frente a un panel de 50 péptidos V3. En el caso del
grupo 5 (mezcla CD4 y libreria) se reconocen luego de cuatro dosis el 26% (13/50) de
los péptidos ensayados, llegando hasta un 30% (15/50) después de 5 dosis. En cuarta

! w- dosis un 53% (7/13) de los péptidos reconocidos tuvieron una elevada reactividad y
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'Iuego de 5 dosis un 46% (7/15) de estos.

Para el caso de la mezcla del grupo 3 (mezcla CD4 y consenso) cuando fue analizada
frente al mismo panel de péptidos se obtuvo un reconocimiento del 72% (36/50) luego
de cuafro dosis y un 92% (46/50) después de cinco dosis. El 50% (18/36) de los
péptidos reconocidos luego de cuatro dosis tuvieron una alta reactividad y luego de 5
dosis fue del 48% (22/46).

De este experimento podemos concluir que con la mezcla HBsAg-MAP4 (consenso) y
HBsAg-MAP4 (CD4) se obtuvo un mayor espectro de reconocimiento que en el caso de
la libreria. Como el péptido consenso se generé a partir de la seleccion de los
aminoacidos mas frecuentes para cada posicion dentro del conjunto del panel de
péptidos ensayados y la libreria a su vez también fue generada a partir del mismo
panel podemos concluir que la esfrategia mas aceptada para generar el mayor
espectro de reconocimiento consiste en la inmunizacién de un MAP conteniendo el
péptido consenso conjugado a una proteina y mezclado con otro conjugado que ejerce
un efecto sinérgico.

EJemplo 9. Comparacion de la respuesta inmunologica del péptido V3 (JY1) en forma
lineal y de MAP, acoplado a diferentes proteinas portadoras.

Con el objetivo de estudiar el efecto de la conjugacion de la estructura dendrimérica (en
este caso MAP) a diferentes proteinas portadoras sobre la inmunogenicidad y la
reactividad cruzada, el péptido JY1 en forma lineal y de estructura dendrimérica MAP
se acopl6 a diferentes proteipas.portadoras (HBsAg, KLH y P64k).
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La conjugacion del péptido y el MAP a los diferentes portadores se efectué por el
método del anhidrido succinico en los grupos del 5 al 9. &l grupo 10 fue un control de
conjugado HBsAg-MAP utilizando MPS como agente espaciador.

Se inocularon 9 grupos de 8 ratones Balb/c hembras por via subcutanea. El esquema
de inmunizacion fue de 0-14-28-56 dias y se desangré a los ratones 10 dias después
de la dltima dosis. Los grupos inmunizados, las dosls y los adyuvantes utilizados se
presentan en la tabla 8.

La respuesta de anticuerpos se cuantifico por ensayo inmuno-enziméatico (ELISA) para
la determinacion de I'gG anti-péptido JY1 en suero. La reactividad cruzada también fue
evaluada por ELISA empleando un panel de péptidos descritos en el ejemplo 5,
ademas se utilizé como control un péptido no relacionado.

El analisis estadistico de los resultados se realizé por el test de Student: p<0.05 se
consideré diferencia significativa y p<0.01 altamente significativa.
La respuesta de anticuerpos de los conjugados de proteinas-MAP fue en fodos los

casos superior a la respuesta inmunoldgica de los conjugados de péptido-proteina (Fig.

6B). La respuesta del conjugado HBsAg-MAP8 (TT-JY1) fue similar a la respuesta de la
KLH-MAPS8 (TT-JY1) y estas a la vez fueron superiores estadisticamente a la obtenida
con el conjugado P64k-MAP8 (TT-JY1). Por ofra parte, la respuesta de anticuerpos
obtenida por los conjugados de MAPs a proteinas portadoras fue significativamente
superior (p<0.05) a la del MAP8 JY1 per se excepto para el caso del conjugado de
P64k-MAP8 (TT-JY1) aunque es importante sefialar que se inoculd una masa total
inferior. Estos resultados demuestran que el empleo de los conjugados de estructuras
dendriméricas a proteinas portadoras optimiza la cantidad total de inmundgeno a
utilizar.

Se observo reactividad cruzada inmunizando con todos los conjugados confra mas de

dos péptidos V3 heterdlogos como minimo y fue en aumento de tercera a cuarta dosis

(Fig. 6C). Ademas se pudo evidenciar que la reactividad cruzada fue significativamente
superior en las variantes en que los dendrimeros (MAPs) se acoplan a los conhjugados
con respecto a los MAPs sin acoplar y a los conjugados de péptidos (Fig. 6C).

Ejemplo 10. Determinacion de la inmunogenicidad y reactividad cruzada de los sueros
generados por estructuras dendriméricas del péptido del lazo V3 del aislamiento RF.
Con el objetivo de demostrar que el efecto de potenciacion de la inmunogenicidad y de
la reactividad cruzada encontradé es independiente de la secuencia del péptido V3
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el papel critico de la conjugacién para la obtencion de respuestas contra el dendrimero,
ademés de que demostrd la generacion de una fuerte reactividad cruzada contra
diferentes péptidos V3 por via mucosal.
Ofros dendrimeros due fuvieron idéntico resultado fueron los preparados de acuerdo al
5 ejemplo 2, utilizando como elementos portadores a los antigenos- de nucleodépsida de
los virus de Hepatitis B, de Hepatitis C y de Dengue Virus.
Asimismo utilizando como la parte sintética de la estructura dendrimérica a péptidos de
la hormona liberadora de la gonadofropina sobre los antigenos anteriormente
menclonados, se pudo comprobar una reduccion en el tamafio de las gonadas
significativamente respecto al control de los péptidos solos y de los ratones sin
inmunizar.
Ejemplo' 13. Andlisis de la neutralizacién cruzada a diferentes aislamientos del HIV-1
de sueros con reactividad cruzada.

. Con el objetivo de evaluar la neufralizacion cruzada de sueros que reconocen a
15 diferentes péptidos del lazo V3 de la gp 120 del HIV-1, se realiz6 un ensayo in vitro .
usando diferentes aislamientos de laboratorio del HIV-1 (MN, RF, IliB y un asilamiento
similar a JY1). Para esto se tomaron pooles de los sueros de aquellos grupos cuyos
inmunégenos tuvieron mayor capacidad de reactividad cruzada: HBsAg-MAPS (TT-
JY1) (ejemplo 4), HBsAg-MAPS (TT-RF) (ejemplo 10) y la mezcla HBsAg-MAP4 (CD4)

20 con HBsAg-MAP4 (consenso) (ejemplo 8).
Estos estudios mostraron que dentro de la respuesta de anticuerpos inducida por cada
_ inmunégeno hay capacidad para ejercer un efecto neutralizante sobre aislamientos

" heterologos.

Se demosird que los sueros de ratones inmunizados con conjugados dendriméricos
conteniendo un epitopo de un solo aislamiento fueron capaces de generar
neutralizacién cruzada frente a diferentes aislamientos del HIV-1 mencionados mas

arriba. Se evidencié ademéas que los sueros de ratones inmunizados con la mezcla
HBsAg-MAP4 (CD4) con HBsAg-MAP4 (consenso) fuvieron un alto nivel de
neutralizacion cruzada.

30 Ejemplo 14. Sintesis de estructuras dendriméricas empleando diferentes nucleos.
Con el objetivo de incrementar la amplificacion de los epitopos B por unidad molecular.
Se realizé la sintesis indirecta la cual consiste en sintetizar el nicleo y los péptidos de
forma separada. Este sistema evita los errores inherentes en la sintesis de secuencias




10

15

20

25

WO 02/36160 PCT/CU01/00007

21

largas y permite una mayor incorporaciéon de epitopos B o T dentro de una misma
matriz adecuadamente funcionalizada.

La sintesis del nucleo dendrimérico se llevo a cabo por reaccién de los grupos aminos
del 1, 6 diaminohexano con los grupos carboxilos del aminoacido Boc-Lys (Boc)-OH

. empleando diciclohexilcabodiimida (DCC) como activador. Luego, se realizd la

desproteccion con trifluoroacetico (TFA) al 37% en diclorometano (DCM), obteniéndose
un nicleo con 4 extremos reactivos para producir una estructura dendrimérica
tetravalente, después hay un segundo y un tercer nivel de acoplamiento de Boc-Lys
(Boc)-OH, empleando el mismo ciclo de reacciones para obtener un ndcleo que
contiene 16 grupos amino reactivos. Posteriormente, se ponen a reaccionar estos
grupos aminos con el grupo carboxilo del anhidrido del acido bromo acético. El ntcleo
es purificado por RP-HPLC empleando una columna C8. El péptido JY1 fue sintetizado
previamente conteniendo una cisteina en el extremo C-terminal el cual se pone a

~ reaccionar en proporciones adecuadas con el nucleo obtenido. La formacion del tioéter

debido a la interacci6n entre el grupo heterodtomo del nicleo y el grupo tiol de la
cisteina del péptido se llevo a cabo en condiciones basicas (pH, 8-9) (Fig.9). El graao
de incorporacion fue determinado por SDS-PAGE v filtracién por gel. Se obtuvieron
moléculas dendriméricas entre 40 y 50 kD.

Esta estructura dendrimérica fue acoplada a diferentes proteinas portadoras utilizando
los espaciadores anteriormente descritos en el ejemplo 2. Las estruciuras antigénicas
obtenidas fueron utilizadas en diferentes esquemas de inmunizacién donde fue
demostrada la superioridad inmunolégica de estas.

Este sistema ofrece diversas ventajas; varios péptidos antigénicos B o T preparados
separadamente pueden ser incorporados dentro de una Unica matriz adecuadamente
funcionalizada (4-6H), los péptidos antigénicos pueden ser conjugados por el C o N-
terminal segun las caracteristicas del epitopo del interés. Ademas, permitiendo la
purificacion de los determinantes individuales, evitando errores inherentes en la sintesis
de secuencias largas.
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Breve descripcion de las ﬁgurés.

Figura 1:

A) Estudio de la inmunogenicidad después de tres y cuatro dosis. Grupos: 1, MAP8
(T-dY1)y 2, i—lBsAg—MAPB (TT-JY1). Las dosis fueron de 50 y 10 pg respectivamente.
B) Estudio de la reactividad cruzada. Después de tres y cuatro dosis. Se ensayaron
pooles de sueros de ambos grupos a una dilucion fija de 1/100. Se realizé un ELISA
indirecto recubriendo con los diferentes péptidos V3 conjugados a BSA.

C) Tabla 1. Secuencias de aminoacidos de los péptidos V3 del VIH-1 ensayados.

Figura 2;

A) Estudio del reconocimiento hacia varios péptidos V3 de las mezclas de sueros
después de cuatro dosis. Grupos: 1, MAP8 (TT-JY1); 2, TAB9. Las dosis fueron de 16,4
y 100 pg resﬁéctivamente.

Figura 3:

A) Tabla 2. Grupos inmunizados.

B) Estudio comparativo de la inmunogenicidad de las diferentes formas de presentacion
del péptido JY1 al sistema inmune.

Figura 4:

A) Tabla 3. Resumen del esquema de inmunizacién.

B) Estudio de reconocimiento de los diferentes péptidos V3 de sueros obtenidos a partir
de diferentes formas de presentacion del péptido JY1 al sistema inmune.

Figura 5:

A) Tabla 4. Resumen del esquema de inmunizacion. §
Tabla 5. Secuencias de aminoacidos de los péptidos CD4, consenso y composicion de
la libreria del VIH-1 ensayados.

Tabla 6. Resultados de inmunogenicidad después de cuatro y cinco dosis.

Grafico 1. Estudio de la reactividad cruzada después de cinco dosis con los sueros de
los grupos 2, 3 y 6 descritos en la tabla 3.

Grafico 2. Estudio de la reactividad cruzada después de cinco dosis con los sueros de
los grupos 4, 5 y 6 descritos en la tabla 3.

C) Tabla 7. Estudio del reconocimiento frente a un panel de péptidos V3 sintetizados
sobre soporte de celulosa. El patron cualitativo refleja las intensidades relativas de las
respuestas de los pooles de sueros de cuarta y quinta dosis. 1 y 2, mezcla (HBsAg-
MAP4 (libreria), HBsAg-MAP4 (CD4)); 3 y 4, mezcla (HBsAg-MAP4 (consenso),
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REIVINDICACIONES

1. Meétodo de obtencién de esiructuras antigénicas que potencian la reactividad
cruzada especifica caracterizado por que comprende los siguientes pasos:

A) Seleccion del epftopo de interés;

B) Obtencién de estructuras dendriméricas con los epitopos seleccionados en el paso
(A) mediante un método de sintesis selecclonado dentro del grupo consistente en
sintesis sobre un nucleo de lisinas o acido aspartico; sintesis sobre nicleos de
moléculas organicas; sintesis sobre un nlcleo dendrimérico; acoplamiento de péptidos
sobre un nacleo dendrimérico; y mezclas sobre un mismo nucleo de epitopos de
células B, de células T o de ambas;

C) Conjugacion de una o varias de las estructuras dendriméricas obtenidas en el paso
(B), a una o varias moléculas portadoras mediante un método de conjugacion

seleccionado dentro del grupo consistente en: conjugaciéon utilizando glutaraldehido,

anhidrido succinico, éster de acido p-maleimidopropionico-N -hidroxisuccinimida (MPS)
y un espaciador sin cadenas laterales aromaticas;

D) Mezcla de los conjugados obtenidos en el paso (C) para la obtencién de las
formulaciones mediante la adicion del péptido del dominio de union al CD4 o un
conjugado que lo contenga; y

E) Adyuvar en aliimina u otro adyuvante apropiado.

2. Método de obtencion de estructuras antigénicas segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque los péptidos que forman parte de las estructuras obtenidas en el
paso (B) se corresponden con regiones del Virus de Inmunodeficiencia Humana 1 6 2.

3. Método de obtencion de estructuras antigénicas segln la relvindicacion 2,
caracterizado porque los péptidos que forman parte de las estructuras obtenidas en el
paso (B) se corresponden con regiones variables del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana 1 6 2.

4. Método de obtencion de estructuras antigénicas segin la relvindicacion 3,
caracterizado porque los péptidos que forman parte de las estructuras obtenidas en el
paso (B) se corresponden con regién variable V3 del Virus de la Inmunodeficiencia
Humana 16 2.
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5. Método de obtencibn de estructuras antigénicas segln la reivindicacion 1,

caracterizado porque los péptidos que forman parte de las estructuras obtenidas en el
paso (B) se corresponden con regiones del virus de la Hepafitis B.

6. Mélodo de obiencidbn de estructuras antigénicas segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque los péptidos que forman parte de las estructuras obtenidas en el
paso (B) se corresponden con regiones del virus de la Hepatitis C.

7. Método de obtencion de estructuras antigénicas segin la reivindicacion 1,
caracterizado porque los péptidos que forman parte de 1as estructuras obtenidas en el
paso (B) se corresponden con regiones de los Virus del Dengue.

8. Método de obtencion de estructuras antigénicas segin la reivindicacion 1,
caracterizado porque los antigenos que forman parte de las estructuras obtenidas en el
paso (B) se corresponden con regiones polisacaridicas de Neisseria meningitidis.

9. Método de obtencion de estructuras antigénicas segin la reivindicacion 1,
caracterizado porque los péptidos que forman parte de las estructuras obtenidas en el
;!{aso (B) mimetizan regiones antigénicas polisacaridicas.

10. Método de obiencion de estructuras antigénicas segln la reivindicacion 1,

caracterizado porque los péptidos que forman parte de las estructuras obtenidas en el
paso (B) se corresponden con regiones de un microorganismo o un patégeno.

11. Método de obtencién de estructuras antigénicas segun la reivindicacion 1,
caracterizado porque los péptidos que forman parte de las estructuras obtenidas en el
paso (B) se corresponden con regiones de antigenos propios o auto-antigenos.

12. Método de obtencién de esfrucluras antigénicas segin la reivindicacion 11,
caracterizado porque los péptidos que forman parte de las estructuras obtenidas en el
paso (B) se corresponden con regiones de la hormona libaradora de la gonadotropina.
13. Método de obtencion de estructuras antigénicas seguin la reivindicacion 1,
caracterizado porque la molécula portadora del paso (C) es el antigeno de superficie
del virus de la hepatitis B, HBsAg.

14. Método de obtencibn de estructuras antigénicas segin la reivindicacion 1,
caraclerizado porque la molécula portadora del paso (C) es la proteina p64K de
Neisseria meningitidis.

15. Método' de obtencién de esfructuras antigénicas segin la reivindicacion 1,
caracterizado porque la molécula portadora del paso (C) es el antigeno de la
nucleocapsida del HIV. '
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