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Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.
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(57) Abatract: The invention relates io a class of Cp( immunostimulatory oligonoclentides containing a CpG immunostimulatory
motif and & second motif which is capsble of forming secondary structare, incinding duplex and higher onder stroctores, in vitro
and in vivo. The oligonucleotides of the invention are nsefn] ss adjovants in vaccination. The oligonucleotides are also useful for
indncing an immme response, inducing expression of a type | interfaron (IFN), inducing expression of gamma interfaron (TFN-Y),
and for ireating a variety of conditions, inclading allecgy, asthma, infaction, and cancer.
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lymphocytes respond quite well to phosphodiester CpG motifs that do not follow this
“formufa” (Yi AK et al. (1998) J Immunol 160:5898-906), and the same is true of human B
cells and dendritic cells (Hartmann G et al. (1999) Proc Natl Acad Sci USA 96:9305-10;
Liang H et al. (1996) J Clin Irrvest 98:1119-29),

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relates in part to immunostimulatory CpG-containing
oligonucleotides and oligonucleotide analogs having a secondary structure with an inverted
repeat at or near the 3’ end of the molecule. The secondary structure involves formation of
duplex or higher-order structures under certsin conditions. As an important festure of the
oligonucleotides and oligonucleotide analogs of the invention, the inverted repeat is nota
atrict Watson-Crick palindrome but rather can be interrupted by intervening sequence or
nuclectide analogs. As another feature of the oligonucleotides and oligomucleotide analogs of
the invention, the backbone can be modified to include strategically placed nuclease-rosistant !
and nuclease-sensitive internucleotide linknges, thereby both favoring activity and reducing
potentisal toxicity. In addition, these oligonucleotides and oligonucleotide analogs are found
to exert both A-class and B~class immunostimulatory activity end are therefore classified as
novel C-class immmostimulatory mcleic acid molecules.

The invention is based, in part, on the discovery by the present inventors that CpG-
containing immonostimnlstory oligonucleotides and oligonucleotide analogs containing an
imperfect palindrome at or near the 3’ end of the molecule have certain advantages both in
terms of their preparation and their biological activity. Specifically, the C-class
oligonucleotides and oligonucleotide analogs of the instant invention are characteristically
monomeric in solution. 1t is belicved that these same mucleic acid molecules can form
intramolecular duplex structures in vitro, rendering them stable against nuclease digestion. It C]
is also believed that these seme pucleic acid molecules can form intermolecular duplex and
possibly even higher order structures within the environment of the intraendosomal
compartment, where they are believed to exert their biological activity. ‘

In one aspect the invention provides a composition including an immmostimplatory
nucleic acid molecule of Formuls I
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inducing an immune response, inducing expression of a type [ interfaron (IFN), inducing expression of gamma interferon (TPN-Y),
and [or treating a variety of conditions, inclnding allergy, asthma, infection, and cancer.
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C-CLASS OLIGONUCLEOTIDE ANALOGS WITH ENHANCED
IMMUNOSTIMULATORY POTENCY
FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates generally to immunostimulatory nucleic acids,
compositions thereof and methods of using the immunostimulatory nucleic acids.

BACKGROUND OF THE INVENTION
Bacterial DNA has immune stimulatory effects to activate B cells and natural killer

- \
cells, but vertebrate DNA does not. Tokaﬂd. (1988) Jpn J Cancer Res 79:682-6;

Tokunaga T et al. (1984) JNCI 72:955-62; Mesginza JP et al. (1991) J Immunol 147:1759-64;
and reviewed in Krieg, 1998, In: Applied Oligonucleotide Technology, C.A. Stein and AM.
Krieg, (Eds.), John Wiley and Sons, Inc., New York, NY, pp. 431 -448) and Krieg AM (2002)
Anr Rev Immunol 20:709-60. It is'now understood that these immune stimulatory effects of
bacterial DNA are a result of the presence of inmethylated CpG dinucleotides in particular
base contexts (CpG motifs), which are common in bacterial DNA, but methylated and
underrepresented in vertebrate DNA. Krieg AM et al. (1995) Nature 374:546-9; Krieg AM

. (1999) Biochim Blophys Acta 1489:107-16.

The immune stimulatory effects of bacterial DNA can be mimicked with synthetic
oligodeoxynucleotides (ODN) containing these CpG motifs. Such CpG ODN have highly
stimulatory effects on human and murine leukocytes, inducing B-cell proliferation; cytokine -
and immunoglobulin secretion; natural killer (NK) cell lytic activity and interferon gamma
(IFN-y) secretion; and activation of dendritic cells (DCs) and other antigen-presenting cells to
express costimulatory molecules and secrete cytokines, especially the Thl-like cytokines that
are important in promoting the development of Thl-like T-cell responses. These immune
stimulatory effects of native phosphodiester backbone CpG ODN are highly CpG-specific in
that the effects are dramatically reduced if the CpG motif is methylated, changed to a GpC, or
otherwise eliminated or altered. Krieg AM et al. (1995) Nature 374:546-9; Hartmann G et al.
(1999) Proc Natl Acad Sci USA 96:9305-10.

In early studies, it was thought that the immune stimulstory CpG motif followed the
formula purine-purine-CpG-pyrimidine-pyrimidine. Krieg AM et al. (1995) Nanhure 374:546-
9; Pisctaky DS (1996) J Immunol 156:421-3; Hacker H et al. (1998) EMBO J 17:6230-40;

Lipford OB et al. (1998) Trends Microbiol 6:496-500. However, it is now clear that mouse
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lymphocytes respond quite well to phosphodiester CpG motifs that do not follow this
“formula™ (Yi AK et al. (1998) J Immunol 160:5898-906), and the same is trus of human B
cells and dendritic cells (Hartmann G et al. (1999) Proc Natl Acad Sci USA 96:9305-10;
Liang H et al. (1996) J Clin Invest 98:1119-29).

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention relates in part to immunostimulatory CpG-containing
oligonucleotides and oligonucleotide analogs having a secondary structure with an inverted
repeat &t or near the 3’ end of the molecule, The secondary structure involves formation of
duplex or highes-order structures under certrin conditions. As an important feature of the
oligonucleotides and oligonucleotide analogs of the invention, the inverted repeat isnota
strict Watson-Crick palindrome but rather can be interrupted by intervening sequenco or
micleotide analogs. As another feature of the oligonucleotides and oligonucleotide analogs of
the invention, the backbone can be modified to include strategically placed nuclease-resistant c;:)
and nuclease-sensitive interucleotide linkages, thereby both favoring activity and reducing
potential toxicity. In addition, these oligomuclectides and oligonucleotide analogs are found
to exert both A-class and B-class immmmostimulatory activity and are therefore classified as
novel C-class immunostimulatory nucleic ecid molecules. .

The invention is based, in part, on the discovery by the present inventors that CpG-
containing immunostimulatory oligonucleotides and oligonucleotide analogs containing an
imperfect palindrome at or near the 3’ end of the molecule have certain advantages both in
terms of their preparation and their biological activity. Specifically, the C-class
oligonucleotides and oligomucleotide analogs of the instant invention are characteristically
monomeric in solution. It is believed that these same nucleic acid molecules can form
intramolecular duplex structures in vitro, rendering them stable against nuclease digestion. It C:)
is also believed that theze same nucleic acid molecules can form intermolecular duplex and
possibly even higher order structures within the environment of the intraendosomal
compartment, where they are believed to exert their biological activity.

In one aspect the invention provides & composition including an immumostimulstory
nucleic acid moleculs of Formula I

= e ety DR R R A Tt



WO 2005/042018 " PCT/US2004/036240

et
. A

-3-
2, [ YR N (XeYaRok Zzlp () N' (No)...(NXN:) Sz (Nur)(Nas)...(Nw) Zs (Formmula T)

wherein each of Z,, Z;, and Z, is independently any sequence 0 to 12 nucleotides long which
optionally includes @ non-nucleotidic linker or abesic dSpacer; each of X; &nd X, is
independently a nucleotide containing thymine, uracil, adenine, or a 5-substituted uracil; each
of Y, and 'Y; is independently a cytosine (C) or a modified cytosine; each of R; and R; is
independently a guanine (G) or a modified guanine; each of N and N’ is independently sny
sequence O to 12 mucleotides long which optionally includes a non-nucleotidic linker or
abasic dSpacer; S, is a non-nucleotidic linker, an abasic linker (dSpacers), tricthylene glycol
units or hexasthylene glycol units, which optionally provides for 2'5'-, .5'5'-, 3'3-, 22, or
2'3'- intermicleoside linkages; S; is any non-palindromic sequence 1 to 10 nucleotides long or
a non-nucleotidic linker, an abasic linker (dSpacers), triethylene glycol units or hexaethylene
glycol units; each of Ny, N3, .... N, and Nis, Na ... Ny is any nucleotide or modified
nucleotide wherein N; base-pairs with Ny, N; base-pairs with Ny, ... and N, base-pairs with
Nos; k is an integer from 0 to 5; n is an indeger from 2 to 16; p is an integer from 1 to 6; and g
is an integer from 0 to 10, and wherein when (Np)...(N2X(N1) S2 (Ni)X(Nas)...(Nw) is 10 to 42
nucleotides long, S; is 4 to 10 mucleotides long, S; comprises a non-nucleotidic linker, an
abasic linker (dSpacers), triethylene glycol units or hexaethylene glycol units, and/or
Np)...(N2)(N1) Sz N1w)(Nas)...(Nw) has & GC content that is less than 2/3. '

In one embodiment each 0f Ny, N3, ... Ny, and Nyp, Nag, ... Ny is chosen from C, G,
or modifications thereof, wherein C base-pairs with G.

In one embodiment each of Ny, N, .... N, and Nix, N2y, ... Na is chosen from T, A,
or modifications thereof, and T base-pairs with A. '

In these and other embodiments each of C, G, A, and T can refer to deoxynucleotides

. In one embodiment each of Nj, Na, .... Ny, 20d Nig, Nag, ... N is chosen from C, T,

A, G, or modifications thereof, and C base-pairs with G, T base-pairs with G, A base-pairs
with T, end A base-pairs with G.

In one embodiment each of N1, Na, .... Ny, and Ny, Nag, ... Na is chosen from
unmodified or modified nucleotides which form Watson-Crick base pairs, i.c., each base pair
Ni-Niz, N>-Naw, ... NNy is a Watson-Crick base pair.
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In one embodiment at least one of each of Nj, N3, .... N, and N1z, Nag, ... Na i5
chosen from unmodified or modified nucleotides which form non-Watson-Crick bese pairs,
i.e., at least one base pair N;-Ny, N2-Na, ... Nr-N is a non-Watson-Crick base pair.
In one embodiment the immunostimulatory mucleic acid molecule includes a partially '
stabilized backbone with at least one phosphodiester bond.
In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule includes a
backbone with at least one stabilized internucleotide linkage.
In one embodiment internucleotide linkages of the oligonucleotide are all
In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule includes a partially
stabilized backbone with a phosphodiester bond joining at least one of Y|R, or YaRa.
In one embodiment Y, is C.
In one embodiment R, is G.
In one embodiment Y, is Cand R, is G. C}O
In one embodiment X; or X3 is T.
In one embodiment X, is T, Xzis T, Y,i8C,R; is G, and k is 1.
In one embodiment X; is T, X3is T, Y, isC,R,is G, kis 1, pis 1, N and N' and Z,
cach contain zero nucleotides, and Z; is TTTT or d(UUUU), where d(UUUU) represents’
dudududy, i.e., (deoxyU)s.
In one embodiment 8; is a non-mcleotidic linker.
In one embodiment S; contains at least one abasic dSpacer residue.
In one embodiment the oligonucleotide includes at least one branched non-nucleoside
linkage.
In one embodiment the immunostimulatory mucleic acid molecule includes at least
one doubler unit, at least one trebler unit, or at least one doubler unit and at least ane trebler &>,
umit.
In one embodiment 8, is a doubler unit or a trebler unit,
In ane embodiment the oligomcleotide includes at least ons 2'5'-, 5'5'-, 33, 2'2'-, or
2'3'- intermucleoside linkage.
In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule of Formula I is not
an antisense mucleic acid.

SN AT UL P OCUE T
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In one aspect the invention provides an immunostinmulatory mucleic acid molecule of
Formula Il

Z; (ND(Np-1)-..(N2)(N1) Sz (N1a)Nas). .. (Na-18) (Noa) (St)q Zs [a YiR1) N (XaYaRak Zo],
(Formula IT)

wherein each of Zy, Z;, and Z, is independently any sequence 0 to 12 nucleotides long which
optionally includes a non-nucleotidic linker or abasic dSpacer; each of X; and X; is
independently a nucleotide containing thymine, uracil, adenine, or a 5-substituted uracil; each
of Y| and Y3 is independently a cytosine (C) or e modified cytosine; each of R; and R; is
independenﬂyagquﬁm(ﬂ)oramodiﬁedguanine;NiamyuqumceOto 12 nucleotides
long which optionally includes a non-nucleotidic linker or abasic dSpacer; S, is a non-
nucleatidic linker, an abasic linker (dSpacers), triethylene glycol units or hexaethylene glycol
units, which optionally provides for 2'5'-, 5'5'-, 3'3'-, 22", or 2'3"- intermucleoside linkages;
S is eny non-palindromic sequence 1 to 10 nucleotides long or a non-nucleotidjc linker, an
abasic linker (dSpacers), triethrylene glycol units or hexaethylene glycol units; each of Nj, N,
vee N1, Np, 80d Nyp, N3, ... N, N is any nucleotide or modified nucleotide wherein N;
base-pairs with Nyj, N2 basc-pairs with Nz, ... Ny.y base-pairs with Nj,.12, and N, bese-pairs
with Ny; k is an integer from 0 to 5; n is en integer from 2 to 16; p is an integer from 1 to 6;
and q is an integer from 0 to 10, and wherein when (Np)...(N2)(N1) S2 (Nis)XNas)...(Nw) is 10
to 42 nucleotides long, S; is 4 to 10 nucleotides long, S2 comprises a non-nucleotidic linker,
an abasic linker (dSpacers), triethylene glycol units or hexaethylene glycol units, and/or
(Nw)....(N2)(N1) 82 (N1s)(Nas). ..(Nw) has a GC content that is less than 2/3.

In one embodiment Z; (Ny)(N,-1) is TYR, where Y is a cytosine or a modified
cytosine and R is a guanine or a modified guanine,

In one embodiment each of Ni, N, .... Na-1, Ni, and Nja, N2y, ... No-1s, N 18 chosen
from C, G, or modifications thereof, wherein C base-pairs with G.

In onc embodiment each of Nj, Ny, .... N1, Ni, and Nig, Nag, ... Np-1s, Nz is chosen
from T, A, or modifications thereof, and T base-pairs with A.

In these and other embodiments each of C, G, A, and T can refer to deoxynucleotides
with corresponding bases cytosine, guanine, adenine, and thymine.
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In one embodiment each of Ny, Ny, .... Np.1, Np, 80d Ny, Naa, ... Np1#, N i8 chosen
from C, T, A, G, or modifications thereof, and C base-pairs with G, T base-pairs with G, A
base-pairs with T, and A base-pairs with G.

In one embodiment each of N, Ny, .... N1, N, and Nyg, Na, ... Npia, N is chosen
from unmodified or modified nucleotides which form Watson-Crick base pairs, i.c., each base
pair Ni-Nig, Np-Na, ... Nx-Nus is 2 Watson-Crick base pair.

In one embodiment at least one of each of N, Na, .... No.j, Ny, and Nyg, Naa, ... Noja,
Nq# is chosen from unmodified or modified nucleotides which form non-Watson-Crick base
peirs, ic., at least one base pair Ny-Nya, NzNay, ... Ni-No i @ non-Watson-Crick base pair.

In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule includes a partially
stabilized backbone with at least one phosphodiester bond.

In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule includes &

In one embodiment internucleotide linknges of the oligenucleotide ero all

In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule includes a partially
stabilized backbone with a phosphodiester bond joining at least one of Y1R; or Y2Ra.

In one embodiment Y, is C.

In one embodiment R, is G.

In one embodiment Y, isCend R, is G.

In one embodiment X; or Xais T.

In one embodiment X; is T, Xz is T, Y;is C, Ry is G, and k is 1.

In one embodiment X, is T, X2is T, Y, isC,Ryis G, kis 1,pis 1, Nand N' and Z,
each contain zero nucleotides, and Z; is TTTT or d(UUUU), where d(UUUU) represents
(deoxyU)s.

In one embodiment S; is a non-nucleotidic linker.

In one embodiment S, contains at least one abasic dSpacer residue.

In one embodiment the oligonucleotide includes at least one branched non-nucleoside
linkage.

In one embodiment the immmostimulatory nucleic acid molecule includes at least
one doubler unit, at least one trebler unit, or at least one doubler unit end st least one trebler
unit.
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In one embodiment S, is a doubler unit or a trebler unit.

In one embodiment the oligonucleotide includes at least one 2'5'-, 5'5'-, 33", 22", or
2'3'- internucleoside linkage.

In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule of Formula I is not
an antisense nucleic acid.

In one aspect the invention provides an immunostimulatory nucleic acid molecule of
Formula III

(20 Z3 (83) (Formula I1T)

wherein Z' is Zy [(X;YiRe) N (&2 YaRak Zl, (S1)g N' (No).... (Na)QN(N) S
(N1p)(Nas)Nas). .. (Nw); each of Zi, Z;, and Zq is independently any sequence 0 to 12
mucleotides long which optionally includes a non-nucleotidic linker or abasic dSpacer; each
of X and X is independently a nucleotide containing thymine, uracil, adenine, or & 5-
substituted uracil; each of Y, and Y is independently a cytosine or a modified cytosine; each
of R, and R; is independently a guanine or a modified guanine; each of N and N’ is
independently any sequence 0 to 12 nucleotides long which optionally includes a non-
mucleotidic linker or abasic dSpacer; S; is a non-nucleotidic linker, an abasic linker
(dSpacers), triethylene glycol units or hexacthylene glycol units, which optionally provides
for 2'§'-, 5'5'-, 33'-, 2"2'-, or 2'3'- intermucleoside linkages; S; is any non-palindromic
sequmcelblOnuubohdeslongmnmnucleuhdmhnkﬂ,mMchnku(dSpwm),
triethylene glycol units or hexasthylene glycol units; S; is a direct or indirect 2'5'-, 55", 33",
2'2'-, or 2'3'- internucleoside linkage, or a non-nucleotidic linker, said non-mcleotidic linker
including abasic linkers (dSpacers), triethylene glycol units, or hexaethylene glycol units
facilitating & 2'5'-, 5'5'-, 3'3'-, 22'-, or 2'3'- linkage of m sequence parts; each of N;, Ny, ....
Ny, and Ny, Nag, ... N is any nucleotide or modified nucleotide wherein N; base-pairs with
Nis, Nz base-pairs with Nzs, N; base-pairs with Nag, ... and N, base-pairs with No; k is an
integer from 0 to 5; m is an integer from 2 to 10; n is an integer from 2 to 16; p is an integer
from 1 to 6; and q is an integer from 0 to 10.

In certain embodiments Z; [(X;Y1R:) N (XaYaRak Za]p (S1)q is & non-palindromic
sequence.

------ TR e T S T G, .
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In certain embodiments Z; [ (X1 YiR;) N (XaYaRa)k Zolp (S1)q is TCGTCGTTTT
(SEQ ID NO:40), TCGTCGTTLL, TCGA, TCGAC, TCGACGTC, or TCGACGTCG,
wherein L is dSpacer.

In certrin embodiments Z; [(X; Y1R;) N (X5 Y2Ra)k Za]p (S1)q is & palindromic
sequence.

In certain embodiments Z,; [(X;Y R1) N (XaYaRak Za], (S1)q is TCGACGTCGA
(SEQ ID NO:19) or TCGTCGACGA (SEQ ID NO:34).

In certain embodiments Z, [(X; Y Ry) N (X2 YaRak Zo], (S1)q is TCGCGACGTT
(SEQ ID NO:26) or TCGCGTCGTT (SEQ ID NO:69).

In one embodiment (Ny)...(N2XN1) S2 (N1#}(Naw)...(Nut) Z, includes a sequence
AGCGAAGCT, CAATATTTATTG (SEQ ID NO:1), CCGTTTTGTGG (SEQ ID NO:2),
CGGCACCATGCCG (SEQ ID NO:19), CGGCGCCGTTGCCG (SEQ ID NO:34),
CGGCGLLCGCCG (SEQ ID NO:5), CGGCGLLLTGCCG (SEQ ID NO:6),
CGGCGGLLCCGCCG (SEQ ID NO:7), CGGCGTCGCCGCCE (SEQ ID NO:8), cO
CGTCGACGGGACGGQ (SEQ ID NO:10), CGTCGACGTGACGGG (SEQ ID NO:11),
GAGAGTTGGGCTCTC (SEQ ID NO:12), GTCGAGGAGGT (SEQ ID NO:14),
TAATALLTATTA (SEQ ID NO:15), TAATATCCATTA (SEQ ID NO:16), or .
TAATATTTATTA (SEQ ID NO:17), wherein L is dSpacer.

In one embodiment (N,). .. (N2)(N1) S2 (Nw)(Naw). .. (Nw) includes a sequence
GGCGCGCTGCCG (SEQ ID NO:13). :

In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule includes a sequence
TCGACGTCGACCGTTTTGTGG (SEQ ID NO:20),

TCGACGTCGACGGGACGGG (SEQ ID NO:21),

TCGACGTCGACGTGACGGQ (SEQ ID NO:22),

TCGACGTCGAGAGTTGGGCTCTC (SEQ ID NO:23), G:_T)
TCGACGTCGAGCGAAGCT (SEQ ID NO:24), or

TCGACGTCGAGGAGGT (SEQ ID NO:25).

In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule includes a sequence
TCGTCGTTLLACGGCGCCGTGCCG (SEQ ID NO:37),
TCGTCGTTLLACGGCGLLLTGCCG (SEQ ID NO:38),
TCGTCAGTTLLCGGCGCGGCGCCG (SEQ ID NO:39),
TCGTCGTTTTACGGCGCCGTTGCCG (SEQ ID NO:44),
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\
TCGTCGTTTTACGGCGLLLTGCCG (SEQ ID NO:45), \
TCGTCGTTTTACGGCGTTTTGCCG (SEQ ID NO:49),
TCGTCOTITTCAATATTTATTG (SEQ ID NO:50),

TCGTCGTTTTCGGCGLLCGCCG (SEQ ID NO:52),
TCGTCGTTTTCAGCGGLLCCGCCG (SEQ ID NO:54),
TCGTCGTTTTCGGCGTCGCCGCCQG (SEQ ID NO:55),
TCGTCGTTTTTAATALLTATTA (SEQ ID NO:57),
TCGTCGTTTTTAATATCCATTA (SEQ ID NO:58), or
TCGTCGTTTITAATATTTATTA (SEQ ID NO:59),
wherein L is dSpacer.

In one embodiment the immunostimulatory mucleic acid molecule includes a sequence
TCGCGTCGTTCGGCGCGCTGCCG (SEQ ID NO:30).

In one embodiment the immunostimulatory nucleic ecid molecule includes a sequence
TCGCGACGTTCGGCGCGCTGCCG (SEQ ID NO:27).

In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule includes a sequence
chosen from
T*C*QG*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43),
T*C*G*T*C_Q*T*T*T*T*A*C_G*'G*'C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:42),
T*C*G*T*C*G*C*T*T*T*G*C*G*A*C*G*C*C*'G*T*Q*C*C*G (SEQ ID NO:36),
T*C*G*T*C*G*C*C*C*G*G*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:35),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:44),
T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:37),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:45),
T*C*Q*T*C*G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:38),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*GPLAL*C*C*G*C*C*G (SEQ ID NO:54),
T*C*G*T*C*HT*T*T*T*C*G*G*C*G*T*C*G*C*C*G*C*C*G (SEQ ID NO:55),
T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*C*G*Q*C*G*C*G*G*C*G*C*C*G (SEQ ID NO:39),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*L*L*C*G*C*C*G (SEQ ID NO:52),
TE*C*A*T*C*A*T*T*T*T*T*A*A*T*A*T*T* T*A*T*T*A (SEQ ID NO:59),
T*C*'G*T*C_G*T*T*T*T* T A*A*T*A*T*T*T*A*T*T*A (SEQ ID NO:59),
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*ACA*T*A*T*T*T*A*T*T*G (SEQ ID NO:50),

............... . . cmar ot e eemaseE s KR ANV ATTERN RGN S000T0 -
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T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*T*A*A*T*A*T*C*C*A*T*T*A (SEQ ID NO:58),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*T*A*A*T*A*L*L*T*A*T*T*A (SEQ ID NO:57),
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:45),
T*C*G*T*C_G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:38), and
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*L*L*C*C*G*C*C*G (SEQ ID NO:54),
wherein L is dSpecer, * is phosphorothioate, and _ is phosphodiester,

In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule includes a saquence
chosen from
T*C*G*A*C*G*T*C*G_A_C*G*G*G*A*C*G*G*G (SEQ ID NO:21),
T*C*G*A*C*G*T*C*G_A_C*G*T*G*A*C*G*G*G (SEQ ID NO:22),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*G*G*A*C*G*G*G (SEQ ID NO:21),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*G*G*A*G*G*T (SEQ ID NO:25),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*G*C*G*A*A*G*C*T (SEQ ID NO:24),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*AC*C*G*T*T*T*T*G*T*G* G (SEQ ID NO:20), and
T*C*Q*A*C*G*T*C*G*A*G*A*G*T*T*G*G*G*C*T*C*T*C (SEQ ID NO:23),
wherein * is phosphorothioate and _ is phosphodiester.

In one embodiment the immunostimulstory nucleic acid molecule includes a sequence
chosen from
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G*A*C*G*T*G (SEQ ID NO:62),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G*A*C*G (SEQ ID NO:61),
T*C_G*T*C_G*A*C_G*T*T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:65),
T*C*G*T*C_G*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:66),
T*C*G*T*C_G*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:67),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*Q*T*G*A*C*G*T*T (SEQ ID NO:63),
T*C*G*T*C_G*A*C_G*A*T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:64), (:)
T*C*G*T*C*G*A*C*G*A_T_C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:64),
T*C*G*A*C_G*T*C*G*A*C_G*T*G*A*C*G*T*T (SEQ ID NO:63),
T*C*G*A*C_G*T*C*G*A*C*G*T_G*A*C*G*T*T (SEQ ID NO:63), and
T*C*G*T*C_G*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G*T (SEQ ID NO:68),
wherein * is phosphorothioate and _ is phosphodiester.

In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule inchudes a sequence
chosen from

" e ks R TR HR
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T*C*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:30),
T*C*G_C*G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:30), and
T*C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:30),
wherein * is phosphorothioate and _ is phosphodiester.

In one embodiment the immunostimulatory mcleic acid molecule includes a sequence
T*C*G*C_G*A*C*G*'T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G (SEQ ID NQ:27), wherein
* ig phosphorothioate and _ is phosphodiester.

In one embodiment the immunostimulatory nucleic acid molecule includes a sequance
chosen from T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*T*G*C*C*G (SEQID
NO:48), T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*G*C*C*G (SEQID
NO:47), and T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*G (SEQ ID NO:46),
wherein * is phosphorothioate and _ is phosphodiester.

In one embodiment the immmostimulatory nucleic acid molecule includes a sequence
T*C_G*T*C*'G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:48),
wherein * is phosphorothioate and _ is phosphodiester.

In one embodiment the immunostimulatory micleic acid molecule includes a sequence
T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G*T*C*G*T*C_G*T*T*T (SEQ ID NO:33), wherein
* is phosphorothipate and _ is phosphodiester. .

In one embodiment at least one nucleotide in the oligonucleotide is a substituted or
modified purine or pyrimidine.

In one embodiment the substituted pyrimidine is 8 C5- or C6-substituted pyrimidine.

In one embodiment the substituted purine is a C8- or C7-substituted purine.

In one embodiment the substituted or modified purine or pyrimidine is seiected from
the group consisting of 5-substituted cytosines, 6-substituted cytosines, N4-gubstituted
cytosines, S~&za-cytosine, 2-mercapto-Cytosine, isocytosine, pscudo-isocytosine, cytosine
analogs with condensed ring systems, and vracil derivatives, thymine derivatives,
7-deazaguanine, 7-deaza-7-substituted guanine, 7-deaza-8-substituted guanine, 7-deaza-8-aza
guanine, hypoxanthine, N2-substituted gusnines, S-amino-3-methyl-3H,6H-thiazolo[4,5-
d]pyrimidine-2,7-dione, 2,6-diaminopurine, 2-amingpurine, purine, indole, substituted '
adenines, 8-substituted guanine, and 6-thioguanine.

In one embodiment the substituted or modified purine or pyrimidine is selected from
the group consisting of 5-methyl-cytosine, 5-fluoro-cytosine, 5-chloro-cytosine, 5-bromo-

..... . - - . T A TR Y W OO A TS
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cytosine, 5-iodo-cytosine, 5-hydroxy-cytosine, 6-hydroxy-cytosine, 5-hydroxymethyl-
cytosine, S-difluoromethyl-cytosine, and unsubstituted or substituted 5-alkynyl-cytosine, N4-
cthyl-cytosine, N,N'-propylene cytosine, phenoxazine, 5-fluoro-uracil, 5-bromo-umcil, 5-
bromovinyl-uracil, 4-thio-uracil, 5-hydroxy-uracil, 5-propynyl-uracil, 2-thiothymine, 4-
thiothymine, 6-substituted thymines, 7-deaza-7-(C2-C6)alkynylguanine, N2-methyl-guanine,
N6-methyl-adenine, 8-oxo-adenine, 8-hydroxyguanins, and 8-bromoguanine.

In one embodiment the substituted or modified purine or pyrimidine is selected from
the group consisting of a universel base, an aromatic ring system, an aromatic ring system,
and a hydrogen atom (dSpacer).

In one embodiment the substituted or modified purine or pyrimidine is selected from
the group consisting of 4-methyl-indole, 5-nitro-indole, 3-nitropyrrole, P-base, and K-base,
benzimidazole, dichloro-benzimidazole, 1-methyl-1H-[1,2,4}triazole-3-carboxylic acid
amide, flnorobenzene, and difluorobenzene.,

In one embodiment any of N, 8, X, or Z is substituted by a residue selected from the
group consisting of C6-C30 alkyl chain, bile acids, cholic acid, taurocholic acid,
deoxycholate, cholesterol, oleyl litocholic acid, oleoyl cholenic acid, glycolipids,
phospholipids, sphingolipids, isoprenoids, steroids, vitamins, vitamin E, saturated fatty acids,
unsaturated fiity acids, fatty acid esters, triglycerides, pyrenes, porphyrins, Texaphyrine,
adamantane, acridines, biotin, coumarin, fluorescein, rhodamine, Texas-Red, digoxygenin,
dimethoxytrityl, t-butyldimethylsilyl, t-butyldiphenylsilyl, cyanine dyes, cyanine dye Cy3,
cyanine dye Cy576, Hoechst 33258 dye, psoralen, and ibuprofen.

In one aspect the invention provides an immmmostimulatory micleic acid molecule
including (a) a 5' end beginning with an immunostimulatory motif chosen from (TCG),N and
RDCGY;Y3N, wherein T is ﬂwmim,Cisunmﬂhyhtedcyholine,Gisgmine.liiupm-ine,
D is not C, each of Y, and Y; independently is a pyrimidine, n is an integer between 1 and 4,
inclusive, and N is any sequence 0-12 bases long; (b) a 3' end terminating in an inverted
repeat capable of forming a hairpin or stem-loop structure, said structure including 8 GC-rich
stem 2 to 6 consecutive base pairs long and at least one unmstched or mismaiched base; and
(c) a partially stabilized backbone including at least one phosphodiester 5'~-CpG-3' linkage.
Either or both of C and G in the CpG dimmcleotide may be modified.

In one embodiment the GC-rich stem is 2 consecutive base pairs long.

In one embodiment the GC-rich stem is 3 consecutive base pairs long.

oD
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In one embodiment the GC—:%chsmia4eomecutivebanpairslong.

In one embodiment the GC-rich stem is 5 consecutive base pairs long.

In one embodiment the GC-rich stem is 6 consecutive base pairs long.

In one embodiment the GC-rich stem includes at least 2 G-C base pairs.

In one embodiment the GC-rich stem includes at least 3 G-C base pairs.

In certain embodiments the at least one unmatched or mismetched base is T.

In onc embodiment the partially stabilized backbone including at least one
phosphodiester 5'-CpG-3’ linkage further includes a plurality of phosphorothioate
internucleotide linkages.

In one embodiment the 5’ end has a sequence provided as TCGTCGTTTTA (SEQ ID
NO:41).

In one embodiment the 3’ end terminating in an inverted repeat has a base sequence
provided ss CGGCGCCGTGCCE (SBQIDNO:19).

In one embodiment the 3’ end terminating in an inverted repeat has a base sequence
provided as CGGCGTCGTGCCG (SEQ ID NO:9).

In one aspect the invention provides an immumostimulatory nucleic acid having a base
sequence provided as TCGTCGTTTTACGGCGCCGTGCCG (SEQ ID NO:43).

In one aspect the invention provides an immunostimulatory nucleic acid having b base
sequence provided a8 TCGTCGTTTTACGGCGTCGTGCCG (SEQ ID NO:48).

In one aspect the invention provides an immunostimulatory nucleic acid having a base
sequence provided as T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*Q*C*C*G*T*G*C*C*G
(SEQ ID NO:43), wherein * represents phosphorothioate imternucleotide linkage and _
represents phosphodiester internucleotide linkage.

In one aspect the invention provides an immunostimulatory nucleic acid having a base
sequence provided as T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*C_G*T*G*C*C*G
(SEQ ID NO:43), wherein * represents phosphorothioate internucleotide linkage and

In one aspect the invention provides an immunostimulatory nucleic acid having a base
sequence provided as T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G
(SEQ ID NO:43), wherein * represents phosphorothioate interpucleotide linkage and
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In one aspect the mvention provides an immunostimulatory nucleic acid having a base
sequence provided as T*C*Q*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*'C_G*T*G*C*C*G
(SEQ ID NO:43), wherein * represents phosphorothioate internucleotide linkage and _

In one aspect the invention provides a vaccine including an immunostimulatory
nucleic acid molecule of the invention and an antigen.

In one aspect the invention provides a pharmaceutical composition including an
immunostimulatory nucleic acid molecule of the invention and a pharmaceutically acceptable
carrier.

In one aspect the invention provides a method for inducing type I interferon (IFN)
expression. The method according to this aspect of the invention involves contacting a cell
capable of expressing type 1 IFN with an immunostimulatory mucleic acid of the invention, in
an effective amount to induce expression of type I IFN. _

In one embodiment the type I IFN is an interferon alpha (IFN-cx).

In one embodiment the type I IFN is an interferon beta (IFN-f).

In one aspect the invention provides a method for inducing gamma interferon (IFN-y)
expression. The method according to this aspect of the invention involves contacting a cell
capable of expressing IFN-y with an immunostimulatory mucleic acid of the invention, in an
effective amount to induce expression of [FN-y.

In one espect the invention provides a method for activating a naturel killer (NK) cell.
The method according to this aspect of the invention involves contacting an NK cell with an
immunostimulatory nucleic acid of the invention, in an effective amount to activate the NK
cell.

In one aspect the invention provides a method for treating an infection. The method
according to this aspect of the invention involves administering to a subject baving or at risk
of developing an infection an immunostimulatory oucleic acid of the invention, in an
effective amount to treat or prevent the infection.

In one embodiment the subject has or is at risk of developing an infection chosen
from & viral, becterial, fungal or perasitic infection.

In one embodiment the subject has or is at risk of developing a viral infection with a
virus chosen from hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), cytomegalovirus
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(CMYV), Bpstein-Barr virus (EBV), papillomavirus, human immunodeficiency virus (HIV), or
herpes simplex virus (HSV).

In one embodiment the subject has or is at risk of developing a bacterial infection
with a species of bacterium chosen from Leishmania, Listeria, or Anthrax.

" In one aspect the invention provides a method for treating an allergic condition. The
method according to this agpect of the invention involves administering to a subject having or
at risk of developing an allergic condition an immunostimulatory nucleic acid of the
invention, in an effective amount to treat or prevent the allergic condition.

In one embodiment the allergic condition is allergic asthma.
Inoneaspectiheinventionpmvidesainethodforteaﬁngmenr. The method
according to this aspect of the invention involves administering to a subject having or at risk
of developing a cancer an immunostimulatory nucleic acid of the invention, in en effective

amount to treat or prevent the cancer.

In one embodiment the cancer is chosen from basal cell carcinoms, biliary tract
cancer, bladder cancer, bone cancer, brain and central nervous system cancer, breast cancer,
caﬁcdmﬁw.choﬁmhommhnmdmhmm,cmeoﬁveﬁumm,cme&
of the digestive system, endometrial cancer, esophageal cancer, eye cancer, cancer of the
head and neck, gastric cancer, intra-epithelial neoplasm, kidney cancer, larynx cancer, *
leukemia, liver cancer, lung cancer, lymphoma including Hodgkin’s and non-Hodgkin®s
lymphoma, melanoma, myeloma, neuroblastoms, oral cavity cancer, overian cancer,
pancreatic cancer, prostate cancer, retinoblastoma, rhabdomyosarcoma, rectal cancer, renal
cancer, cancer of the respiratory system, sarcoma, skin cancer, stomach cancer, testicular
cancer, thyroid cancer, uterine cancer, cancer of the urinary system, or other carcinomas end
SArcomas.

In one embodiment the cancer is a cancer sensitive to treatment with interferon alpha
(IFN-a). '

In one embodiment the cancer sensitive to treatment with IFN-; is chosen from bairy
cell leukemis, chronic myelogenous leukemia, cutensous T-cell leukemia, multiple myeloma,
follicutar lymphoma, malignant melanoma, squamous cell carcinoma, AIDS-related Kaposi’s
sarcoma, renal cell carcinoma, prostate carcinoma, cervical dysplasia, or colon carcinoma.

In one aspect the invention provides use of an immunostimulatory nucleic acid of the
invention for manufacture of a medicament for use in treatment of an infection.
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In one aspect the invention provides use of an immunoatinmlatory nucleic acid of the
invention for manufacture of a medicament for use in treatment of an allergic condition.
In one aspect the invention provides use of an immunostimulatory nucleic acid of the
invention for manufacture of a medicament for use in treatment of allergic asthma. ,
In one aspect the invention provides use of en immunostimulatory nucleic acid of the
invention for manufacture of a medicament for use in treatment of a cancer.
Each of the limitations of the invention can encompass various embodiments of the
mmvention. It is, therefore, anticipated that each of the limitations of the invention involving
any one element or combinstions of elements can be included in each aspect of the invention.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS
The presemt invention may be more easily and completely understood when taken in
conjunction with the accompanying figures. The figures are provided for illustrative
purposes only and are not required for understanding or practicing the invention. cO
FIG. 1 is a series of graphs depicting induction of IFN-a and TLR9Y signaling by
ODN 332, 333, and 334.
FIG2 is a scries of graphs depicting induction of [IFN-a and TLRY signaling by ODN
611, 614, and 620, )
FIG. 3 is a graph depicting [FN-a production in peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) stimulated by a panel of oligonucleotides.
FIG. 4 is a graph depicting group mean titers (GMT) of antigen-specific total IgG
following immunization with 1 pg hepatitis B surface antigen (HBsAg) with the indicated
amount of ODN. |
FIG. § is a a graph dopicting GMT of antigen-specific individual IgQG isotypes »
following immunization with 1 g HBsAg with the indicated emount of ODN. cD
FIG. 6 is a gmaph depicting antigen-specific cytolytic T lymphocyte responses
following immunization with 1 pg HBsAg with the indicated amount of ODN.
FIG. 7A is a graph depicting mxrvival according to different ODN treatments in a
murine neuroblastoma tumor model.
FIG. 7B is a graph depicting tumor volume according to different ODN trestments in
a murine neuroblastoma tumor model.
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TABLE 6F SELECTED SEQUENCES

SEQID
ODN | Sequence NO:

126 | T*C_QG*T*C*A*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*G*C*C*G 47

128 | T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*T*G*C*C*G 48

129 | T*C_G*T*C*G*T*T*'T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*Q*T*G*C*C*G 43
130 | T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*O0*C*G 46
286 | T*C*G*A*C*G*T*C*G_A_C*G*T*G*A*C*G*G*G n
291 | T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*G*G*A*C*G*G*G 21

298 | T*C*G*T*C*G*'T*T*T*T*A*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G 2

209 | T*C*G*T*C*G*C*T*T*T*G*C*G*A*C*G*C*C*Q*T*G*C*C*G 36

300 | T*C*G*T*C*Q*C*C*C*G*G*C*G*A*C*'G*C*C*G*T*G*C*C*G 35

301 | T*C*Q*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*T*G*C*C*'G |

306 | T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G 37

307 | TC*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G L *L*L*T*G*C*C*G a5
308 | T*C*G*T*C*G*T*T*LYL*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G 38
310 | T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*L*L*C*C*G*C*C*G 54
312 | T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*T*C*G*C*C*G*C*C*G 55
313 | T*C*GAT*C*G*T*T*L*L*C*G*G*C*G*C*G*G*C*G*C*C*G 3
314 | T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*L*L*C*G*C*C*G 2
331 | T*C*G*C_G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G 21
32 | T*C*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G )
333 | T*C*G*C_G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G 28
334 | T*C*G*C_G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*G 29
135 | T*C*G_C*G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G 30
336 | T*C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G % .
337 | T*C*G*C*G_A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G 28
338 | T*C*G*C*G_A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*G 29
139 | T*C*G_C*G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G 28
340 | T*C*G_C*G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*G 29
341 | T*C*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G 31
342 | T*C*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*G 2
343 | T*C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G 3l
34 | T*C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*q 2
380 | T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*G*G*A*G*G*T 25

32 | T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*G*C*G*A*A*G*C*T 24
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383 | T*C*GPA*C*GPT*C*G*A*C*C*G*T*T*T*T*G*T*G*G »
“384 | THC*G*A*C*G*T*C*G*A*G*A*G*T*T*G*G*G*C*T*C*T*C P
608 | T'C*G*T*C_G*T*T*T*T*C_G*G*C_G*C*G*C_G*C*C*G 51
611 | T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_Q*C*C_G*T*G*C*C*G ) ,
614 | TPCPG*T*C*G*T*T*T*T*A'C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G P
618 | T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C_G*G*C*G*G*C*C_Q*C*C*G 3
620 | T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G P
644 | T'CP*GA*T*CrG* T*T*T*T*T*A*A*T*A*T*T*T*A*T*T*A 5
645 | T*C*G*T'C_G*T*T*T*T* T*A*A*T*A*T*T*T*A*T*T*A 5
646 | T*C*G*T*C_G*T* T’ T*T*C*A*A*T*A*T*T*T*A*T*T*G 50
647 | T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*T*A*AT*A*T*C*C*A*T*T*A %
648 | T'C*G*T*C*G T*T* T T* T*A*A*T*A'L*L*T*A*T*T*A 57
649 | T'C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G P
650 | T*C*G*T*C_OG*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G K ]
651 | T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*LYL*C*C*G*C*C*G 4 ¢®)
830 | T*C*G*A*C*G*T*C*G_A_C*G*G*G*A*C*G*G*G 2l

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
The invention in one aspect involves the finding that specific sub-classes of CpG
immunostimulatory oligonucleotides having defined secondary structure are highly effective
in mediating immune stimulatory effects. These CpG nucleic acids are useful therapeutically
.and prophylactically for stimulating the immune system to treat cancer, infectious disesses,
allergy, asthma and other disorders and to help protect against opportunistic infections
following cencer chemotherapy. The strong yet belanced cellular and lumoral immune
responses that result from CpG stimulation reflect the body’s own natural defense system
against invading pathogens and cancerous cells, ~
‘The sequences of the invention share some structural similarities with a class of CpG @
oligonucleotides referred to as C-class or combination motif CpG oligonucleotides. See
published PCT international patent application WO 03/015711, Similar to the previously
described C-class oligonucleotides, the C~class Cp@ oligonucleotides of the instant invention
have defined 5’ and 3’ motifis as parts of the molecule. These previously described C-class
oligonucieotides have both a traditionsl “stimulatory™ CpG sequence, generally positioned at
or near the 5’ end or 3’ end of the molecule, and a “GC-rich palindrome™ motif, generally
positioned at or near the other end of the molecule. These combination motif nucleic acids
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traditional “B-class” CpG ODN, which are strong inducers of B cell activation and dendritic
cell activation, and those effects associated with a more recently described class of immune

stimulatory nucleic acids (“A-class™ CpG-ODN) which are strong inducers of TFN-a: and NK
cell activation but relatively poor inducers of B-cell and DC activation.

The new C-class CpG oligonucleotides of the instant invention are also structurally
distinct from the previously described C-class CpG oligonucleotides. In comparison to the
previously described C-class CpG oligomucleotides, the immunostimulatory mcleic acid
molecules of the instant invention feature greatly relaxed requirements with respect to the
GC-rich palindrome at one end of the molecule. For example, the previously described C-
olass oligonucleotides include in one embodiment a strict or perfect palindrome at least 10
mucleotides in length and having a GC content of at least 2/3. In some embodiments the
palindrome of the previoualy described C-class oligomicleotides can include at most &
minimal number of consecutive mismatched nucleotides.

In contrast to the previoualy described C-class oligonucleotides, the C-class
oligonucleotide analogs of the instant invention feature palindromic motifs that can have, in
various embodiments, fewer than 10 nucleotides; a GC content between zero and less than
2/3; various mcleotide analogs and substitutes including those Iacking any nucleobase*
(dSpacer); extended intervening sequence involving four or more consecutive nucleotides or
mucleotide substitutes that do not form Watson-Crick base pairs; and any combination
thereof. Furthermore, in some embodiments 3’ paris of two or more molecules can be linked
together via their 3’ ends. It has been discovered that this new sub-class of oligonucleotides
which do not have a perfect palindrome are still capable, like the previously described
combination motif CpG oligamcleotides, of inducing high levels of IFN production,
including type I IFN (e.g., IFN-a, IFN-B) and TFN-y.

A “palindrome” and, equivalently, “palindromic sequence™ as used herein refersto &
nucleic acid sequence which is its own perfect reverse complement (i.e., 8 sequence such as
ABCDEED'C'B’A' in which A and A’, B and B’, C and C', D and 1, and E and E’ are bases
capable of forming the usual Watson-Crick base pairs, i.e., G-C, A-T, and A-U. As used
herein, a “palindrome” in a strict sense excludes intervening sequence or intervening non-
mucleotide structure that does not participate in forming the usual Watson-Crick base pairs.
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An “inverted repeat” as used herein refers to an imperfect palindrome, i.e., a nucleic
acid sequence in which are present both nucleotides capable of forming the usual Watson-
Crick base pairs and nucleotides, nucleotide analogs, or other structures that do not
participate in forming the usual Watson-Crick base pairs (e.g., a sequence such as ABCDE-S-
E'D'C'B'A’ in which A and A’, B and B', C and C’, D end IV, and E end E' are bases capable
of forming the usual Watson-Crick base pairs, and 8 is a non-palindromic sequence or a non-
nucleotidic linker or an abasic linker (dSpacer)). In certain embodiments the nucleotides,
oucleotide analogs, or other structures that do not participate in forming the usual Watson-
Crick bese pairs interrupt an otherwise perfect palindrome. In certain embodiments the
nucleotides that do not participate in forming the usuza] Watson-Crick base pairs can form
non-Watson-Crick base pairs with another nucleotide, e.g., G-T. A non-Watson-Crick base
pair as used herein is any base pair other than a8 Watson-Crick base pair, including but not
limited to 2 Hoogsteen base pair and a so-called wobble base peir. In certain embodiments
the nucleotides that do not participate in forming the usual Watson-Crick base pairs are GO
unmatched and have no nucleotide base or nucleotide base analog with which to forma
Watson-Crick or non-Watson-Crick base pair, e.g., G opposite to dSpacer, In certain
embodiments the nucleotides that do not participate in forming base pairs can form non-
standard base pairs with another nucleotide, e.g., disminopyridine can form a base pair with
xanthosine. .

In one embodiment the 5' end of the micleic acid begins with an immmostimulstory
motif chosen from (TCA).N and RDCGY;Y;N. T is thymine, C is unmethylated cytosine, G
is guanine, R is a purine, D is not C, each of Y; and Y indepondently is a pyrimidine, n is an
integer between 1 and 4, inclusive, and N is any sequence 0-12 bases long.

The 3' end of the nucleic acid terminates in an inverted repeat capable of forming a .
heirpin or stem-loop structure. The term “terminates” refers to a structure at or near the 3’
end. Thus, the end of the imperfect palindrome mey be positioned at the actual 3’ end of the
molecule or alternatively the 3’ end may include 1 or more additional mucleotides that are not
part of the inverted repeat structure. Preferably the 3’ end of the molecule includes 3 or fower
nucleotides that do not form part of the inverted repeat structure.

In one embodiment an “inverted repeat capable of forming a hairpin or stem-loop
structure” as used herein refers to a sequence of nucleotides that forms a GC-rich stem or
hairpin that is 2 to 10 consecutive base pairs long, and includes at least one unmatched or
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mismatched base. In individual embSdiments the GC-rich steth i5 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, or 10
consecutive base pairs long. In some embodiments the GC-rich stem includes at least 2, 3, or
4 G-C base pairs.

In one embodiment an “inverted repeat capable of forming a hairpin or stem-loop
structure” as used hererin refers to a sequence of nucleotides thet forms an AT-rich stem or
hairpin that is 2 to 10 consecutive base pairs long, and includes at least ope unmatched or
mismatched base. In individual embodiments the AT-rich stem is 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 0r 10
consecutive base pairs long. In some embodiments the AT-rich stem inchxdes at least 2, 3, or
4’A-T basc pairs.

In some instances the at least one unmatched or mismeaiched base bridges the endsof . -
the stem or bairpin. This may allow the formation of the secondary structure by providing a
flexible point in the molecule for the stems to base pair and form a heirpin. Alternatively the
unmatched or mismatched base(s) may be within the stem.: Preferably if the mismatched base
is within the stem, then the stem is at lesst 3 base pairs long. The unmatched or mismatched
bases(s) may be any nucleotide. In some embodiments the unmatched or mismatched base is
a T. Unmatched nucleotides at the end of double-strands are also known as overhanging
nucleotides or dangling ends which can significently stabilize duplex formation or hairpin
formation. Freier SM et al. (1983) Effects of 3’ dangling end stacking on the stability of
GGCC and CCGG double helixes. Blochemistry 22:6198-206. '

The nucleic acid also includes a partially stabilized backbone including at least one
phosphodiester 5'-CpG-3' linkage.

In some instances the double-stranded part of the molecule may also contain urmetural
(non-standard) base pairs (e.g., diaminopyridine paired with xanthogine). Lutz MJ et al.
(1998) Recognition of 2 non-standard base pair by thermostable DNA polymerases. Bioorg
Med Chem Lett 8:1149-52,

The formulas define subsets of the class of CpG oligonucleotides which demonstrated
excellent immune stimulating properties. In the formulas 5' refers to the free 5' end of the
oligonucleotide and 3' refeers to the free 3’ end of the oligonucleotide.

The oligonucleotides may have one or more accessible 5’ or 3’ ends. In some
embodiments & 3’ end can be linked to another 3’ end. Since the importance of the 5’ and 3'
motifs has been discovered and described herein, it is also possible to create modified
oligonucleotides having two such 5’ or 3’ ends. This may be achieved, for example, by

b
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attaching two oligonucleotides through a 3'-3' linkage to generate an oligonucleotide having

two accessible 5’ ends. The 3'3'- or 5'5"-linkage may be a phosphodiester, phosphorothioate,

or any other modified internucleoside bridge. Methods for accomplishing such linkages are
known in the art. For instance, such linkages have been described in Seliger H et al. (1991) .
Oligonucleotide analogs with terminal 3'-3'- and 5'-5'-internucleotidic linkages as antisense

inhibitors of viral gene expression, Nucleosides & Nucleotides 10:469-77 and Jiang Z et al.

(1999) Pseudo-cyclic oligonucleotides: in vitro and in vivo properties, Bioorg Med Chem

7:2727-35.

Additionally, 3"-3"-linked or 5'-5'-linked ODNs where the linkage between the 3'- or
5'-terminal nucleosides is not a phosphodiester, phosphorothioate or other modified bridge,
can be prepared using an additional spacer, such as tri- or tetra-ethylenegtycol phosphate
moiety (Durand M et al. (1992) Triple-helix formation by an oligomucleotide containing one
(dA)12 and two (dT)12 sequences bridged by two hexasthylene glycol chains, Biochemistry
31:9197-204; U.S. Pat. No. 5,658,738; and U.S. Pat. No. 5,668,265). Altornatively, the non- CK)
mucleotidic linker may be derived from ethanediol, propanediol, or from an abasic
deoxyribose (dSpacer) unit {(Fontanel ML et al. (1994) Sterical recognition by T4
polynucleotide kinase of non-mcleosidic moieties 5'-attached to oligonuclectides, Nucleic

Acids Res 22:2022-T) using standard phosphoramidite chemistry. The non-nucleotidic
" Jinkers can be incorporated once or multiple times, or combined with each other allowing for
any desirable distance between the 3’ ends of the two ODNSs to be linked.

A “non-pucleotidic linker™ as used herein refers to any linker element that is not a
nucleotide or polymer thereof (i.c., a polynucleotide), wherein a nucleotide includes a purine
or pyrimidine nucleobase and a sugar phosphate, A non-nucleotidic linker thus inchules an
abasic nucleotide (dSpacer), i.e., a nucleotide-like sugar phosphate unit in which the
nucleobase is replaced by a hydrogen atom. A non-nucleotidic linker can be a
polyethyleneglycol, inchuding but not limited to a triethylenegicol and a hexnethylenegiycol.

In some embodiments the oligonucleotide has one of the following structures:
TCGTCGTTTTA (SEQ ID NO:41), CGGCAGCCGTGCCG (SEQ ID NO:19),
CGGCGTCGTGCCG (SBEQ ID NO:9), TCGTCGTTTTACGGCGCCGTGCCA (SEQID
NO:43), TCGTCGTTITACGGCGTCGTGCCG (SEQ ID NO:48),
T*C_G*T*C*A*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43),
T*C*G*T*C*QA*'T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43),
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T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43), and
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43).

The symbol * refers to the presence of a stabilized intemucleotide linkage and _ refers
to the presence of a phosphodiester linkage.

The immunostimulatory oligonucleotides generally have a length in the range of
between 6 and 100 nucleotides. In some embodiments the length is in the range of 6-40, 13-
100, 13-40, 13-30, 15-50, or 15-30 nucleotides or any integer range therebetween.

The terms “nucleic acid” and “oligonucleotide”™ are used interchangeably to
multiple nucleotides (i.e., molecules including a sugar (e.g., ribose or deoxyribose) linked to
a phosphsate group and to an exchangeable organic base, which is either a.substituted
pyrimidine (e.g., cytosine (C), thymine (T) or uracil (U)) or a substituted purine (¢.g., adenine
(A) or guanine (G3)). As used herein, the terms “nucleic acid” end “oligonucleotide™ refer to
oligoribonucleotides as well as oligodeoxyribomucleotides. The terms “mucleic acid™ and
“oligonucleotide” shall also include polynucleosides (i.e., a polynucleotide minus the
phosphate) and any other organic base containing polymer. Nucleic acid molecules can be
obtained from existing mucleic acid sources (e.g., genomic or cDNA), but are preferably
synthetic (e.g., produced by micleic acid synthesis).

The terms “nucleic acid” and “oligonucleotide” as used herein shall encompass
mucleic acid molecules and oligonucleotides of the invention, as well as oligonucleotide
analogs of the invention. The terms “oligodeoxynucleotide” and, equivalaently, “ODN” as
used herein shall encompass unmodified oligodeoxynucleotides of the invention as well as
oligodeoxynucleotide analogs of the invention.

The terms “nucleic acid” and “oligonucleotide™ also encompass nucleic acids or
oligonucleotides with substitutions or modifications, such as in the bases and/or sugars. For
example, they include nucleic acids having backbone sugars that are covalently attached to
low molecular weight organic groups other than a hydroxyl group at the 2' pogition and other
than a phosphate group or hydroxy group at the §' position. Thus modified nucleic acids may
include a 2'-O-alkylated ribose group. In addition, modified mucleic acids may include sugars
such as arabinose or 2'-fluoroarabinose instead of ribose. Thus the mucleic acida may be
heterogenoous in backbone composition thereby containing any possible combination of
polymer units linked together such as peptide-mucleic acids (which have a peptids-like
backbone with nucleic acid bases). Other examples are described in more detril below.
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The immunostimulatory oligonucleotides of the instant invention can encompass
various chemical modifications and substitutions, in comparison to natural RNA and DNA,
involving a phosphodiester internucleoside bridge, a f-D-ribose unit and/or a natural
nucleoside base (adenine, guanine, cytosine, thymine, uracil). Examples of chemical
modifications are known to the skilled person and are described, for example, in Uhimann E
et al. (1990) Chem Rev 90:543; “'Protocols for Oligonucleotides and Analogs” Synthesis end
Propertics & Synthesia and Analytical Techniques, S. Agrawal, Ed, Humana Press, Totowa,
USA 1993; Crooke ST et al. (1996) Amu Rev Pharmacol Toxicol 36:107-29; and Hunziker J
et al, (1995) Mod Synth Methods 7:331-417. An oligonucleotide according to the invention
may have ane or more modifications, wherein each modification is located at a perticular
phosphodiester internucleoside bridge and/or at a particular f-D-ribose unit and/or at a
perticular natural micleoside base position in comparison to an oligonucleotide of the same
sequence which is composed of natural DNA or RNA.

For axample, the oligonucleotides may include ome or more modifications and
wherein each modification is independently selected from:

a) the replacement of a phosphodiester internucleoside bridge located at the 3' and/or the

5' end of & nucleoside by a modified internucleoside bridge,

b) the replacement of phosphodiester bridge located at the 3 and/or the 5* end of 2’
nucleoside by a dephospho bridge,

c) the replacement of a sugar phosphate unit from the sugsr phogphate backbone by
enother unit, '

d) the replacement of a §-D-ribose unit by a modified sugsr unit, and

e) the replacement of a natural nucleoside base by a modified mucleoside base.

More detailed exsmples for the chemical modification of an oligomucleotide are as
follows.

The oligonucleotides may include modified internucleotide linkages, such s those
described in a or b above. These modified linkages may be partially resistant to degradation
(e.g., are stabilized). A “stabilized oligonucleotide molecule” shall mean an oligonucleotide
that is relatively registant to in vivo degradation (e.g., via an exo- or endo-nuclease) resulting
form such modifications. Oligonucleotides having phosphorothicate linkages, in some
embodiments, may provide maximal activity and protect the oligomucleotide from
degradation by intracelluler exo- and endo-nucleases.
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A phosphodiester internuclédiide bridge located at the 3' and/or the 5 end of a
pucleoside can be replaced by 2 modified internucleoside bridge, wherein the modified
internucleoside bridge is for example selected from phosphorothioate, phosphorodithioats,
NR'R?-phosphoramidate, boranophosphate, a-hydroxybenzyl phosphonsie, phosphate-(C)-
Ca1)-O-alkyl ester, phosphate-[(Cs-Cy2)aryl~(Ci-Ca1)-O-alkyl]ester, (C;-Ca)alkylphosphonate
and/or (Cs-C2)erylphosphonate bridges, (C;-Ciz)-a-hydroxymethyl-aryl (e.g., disclosed in
WO 95/01363), wherein (C¢-C12)aryl, (Ce-Caodaryl and (Cs-Cye)eryl are optionally substituted
by halogen, alkyl, alkoxy, nitro, cyano, and where R’ and R? are, independently of each other,
hydrogen, (Ci-Cia)-lkyl, (Ce-Cao)-aryl, (Co-Cy4)-aryl-(C1-Cq)-alkyl, preferably hydrogen,
(C1-Ca)-alkyl, preferably (Ci-Cy)-alkyl and/or methoxyethyl, or R' and R? form, together with
the nitrogen atom carrying them, a 5-6-membered heterocyclic ring which can additionally
contain a further hetercatom from the group O, S and N.

The replacement of a phosphodiester bridge located at the 3' and/or the 5' end of a
micleoside by a dephoapho bridge (dephospho bridges are described, for example, in
Uhlmann E and Peyman A in “Methods iri Molecular Biology”, Vol. 20, “Protocols for
Oligonucleotides and Analogs™, S. Agrawal, Ed,, Humana Press, Totowa 1993, Chapter 16,
pp. 355 ff), wherein a dephospho bridge is for example selected from the dephospbo bridges
formacetal, 3'-thioformacetal, methylhydroxylamine, oxime, methylenedimethyl-hydrazo,
dimethylenesulfone end/or silyl groups.

A sugsr phosphate unit (i.e., a f-D-ribose and phosphodiester internucleoside bridge
together forming a sugar phosphate unit) from the sugar phosphate backbone (i.e., a sugar
phosphate backbone is composed of sugar phosphate units) can be replaced by another unit,
wherein the other unit is for example suitable to build up a “morpholino-derivative” oligomer
(as described, for example, in Stirchak EP et al. (1989) Nucleic Acids Res 17:6129-41), that
is, e.g., the replacement by a morpholino-derivative unit; or to build up a polyamide nucleic
acid (“PNA”™; as described for example, in Niclsen PE et al. (1994) Bioconjug Chem 5:3-7),
that is, e.g., the replacement by a PNA backbone unit, e.g., by 2-aminoethylglycine, The
oligonucleotide may have other carbohydrate backbone modifications anid replacements, such
as peptide micleic acids with phosphate groups (PHONA), locked nucleic acids (LNA), and
cligonucleotides having backbone sections with alkyl linkers or emino linkers. The alkyl
linker may be branched or unbranched, substituted or unsubstituted, and chirally pure or a
racemic mixture.
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A $-ribose unit or a B-D-2'-deoxyribose unit can be replaced by a modified sugar unit,
wherein the modified sugar unit is for example selected from p-D-ribose, a-D-2'-
deaxyribose, L-2'-deoxyribose, 2'-F-2'-deoxyribose, 2'-F-arabinose, 2'-0-(C;-Cg)alkyl-ribose,
preferably 2'-0-(C,-Cgalkyl-ribose is 2'-O-methylribose, 2'-0-(C;-Cs)alkenyl-ribose, 2'-[O-
(C1-Ce)alkyl-O-(C,-Celalkyl}-ribose, 2'-NH;-2'-deoxyribose, B-D-xylo-furanose,
a-~arabinofuranose, 2,4-dideoxy-B-D-erythro-hexo-pyranose, and carbocyclic (described, for
example, in Froehler (1992) J Am Chem Soc 114:8320) and/or open-chain suger analogs
(described, for example, in Vandendriessche et al. (1993) Tetrahedron 49:7223) and/or
bicyclosugar analogs (described, for example, in Tarkov M et al. (1993) Helv Chim Acta
76:481). -

In some embodiments the suger is 2'-O-methykibose, particularly for one or both
nucleotides linked by a phosphodiester or phosphodiester-like internucleoside linkage.

Nucleic acids also include substituted purines and pyrimidines such as C-5 propyne
pyrimidine and 7-deaza-7-substituted purine modified bases. Wagner RW et al. (1996) Nar '
Biotechnol 14:840-4. Purines and pyrimidines include but are not limited to adenine,
cytosine, gusnine, thymine, and uracil, and other naturally and non-naturally occurring
nucleobases, substituted and unsubstituted aromatic moieties.

A modified bese is eny basc which is chemically distinct from the naturally occurring
bases typically found in DNA and RNA such as T, C, G, A, and U, but which share basic
chemical structures with these natumlly occurring bases. The modified nucleoside base may
be, for example, selected from hypoxanthine, uracil, dihydrouracil, pseudouracil, 2-thiouracil,
4-thiouracil, 5-aminourscil, 5-(C;-Ce)-alkyluracil, 54(C;-C¢)-alkenyluracil, 5{(Cr-Ce)-
alkynyluracil, 5-(hydroxymethyl)uracil, S-chlorouracil, 5-flucrouracil, 5-bromouracil,

S5-hydroxycytosine, 5-(C,-Cs)-alkylcytosine, 5(Cr-Ce)-alkenylcytosine, 5-(C;-Ce)- o
alkynylcytosine, 5-chlorocytosins, 5-flucrocytosine, S-bromocytosine, N>-dimethylguanine, @
2,4-diamino-purine, 8-azapurine, a substituted 7-deazspurine, preferably
7-deaza-7-substituted and/or 7-deaza-8-substituted purine, 5-hydroxymethyleytosine, N4~
alkylcytosine, e.g., Nd-ethylcytosine, 5-hydroxydeoxycytidine, 5-
hydroxymethyldeoxycytidine, N4-alkyldeoxycytidine, e.g., N4-ethyldeoxycytidine, 6-
thiodeoxyguanosine, and deoxyribonucleosides of nitropyrrole, CS-propynylpyrimidine, and
disminopurine e.g., 2,6-diaminopurine, inosine, S-methylcytosine, 2-sminopurine,
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2-amino-6-chloropurine, hypoxanthiii€' or cther modifications of e natural nucleoside bases.
This list is meant to be exemplary and is not to be interpreted to be limiting.

In particular formulas described herein modified bases may be incorporated. For
instance & cytosine may be replaced with a modified cytosine. A modified cytosine as used
herein is a naturally occurring or non-naturally occurring pyrimidine base analog of cytosine
which can replace this base without impairing the immunostimulatory activity of the

ligonucleotide. Modified cytosines include but are not limited to S-substituted cytosines
(e.g., 5-methyl-cytosine, 5-fluoro-cytosine, S-chloro-cytosine, 5-bromo-cytogine, 5-iodo-
cytosiue, 5-hydroxy-cytosine, 5-hydroxymethyl-cytosine, S-difluoromethyl-cytosine, and
unsubstituted or substituted 5-alkynyl-cytosine), 6-substituted cytosines (e.g., 6-hydroxy-
cytosine), N4-substituted cytosines (e.g., N4-ethyl-cytosine), 5-azn-cytosine, 2-mercapto-
(e.g., N,N'-propylene cytosine or phenoxazine), and uracil and its derivatives (e.g., 5-fluaro-
uracil, 5-bromo-uracil, 5-bromovinyl-uracil, 4-thio-urscil, 5-hydroxy-uracil, 5-propynyl-
uracil). Some of the preferred cytosines include 5-methyl-cytosine, 5-fluoro-cytosine, 5-
hydroxy-cytosine, 5-hydroxymethyl-cytosine, and N4-ethyl-cytosine. In another embodiment
of the invention, the cytosine base is substituted by & universal base (e.g., 3-nitropyrrole, P-
base), an aromatic ring system (e.g., fluorobenzene or difluorobenzene) or e hydrogen hiom
(dSpacer).

A gueninc may be replaced with a modified guanine base. A modified guanine as
used herein is a naturally occurring or non-naturally occurring purine base analog of guanine
which can replace this base without impeiring the immunostimulatory activity of the
oligonucleotide. Modified guanines include but are not limited to 7-deazaguanine,
7-deaza-7-substituted guanine (such as 7-deaza-7-(C2-C6)alkynylguanine),
7-deaza-8-substituted guanine, hypoxanthine, N2-substituted guanines (e.g., N2-methyl-
guanine), 5-amino-3-methyl-3H,6H-thiazolo[4,5-d}pyrimidine-2,7-dione, 2,6-diaminopurine,
2-aminopurine, purine, indole, adenine, substituted adenines (e.g., N6-methyl-adenine, 8-oxo-
adenine), 8-substituted guenine (¢.g., 8-hydroxyguanine and 8-bromoguanine), and .
6-thioguanine. In another embodiment of the invention, the guanine base is substituted by a
universal base (e.g., 4-methyl-indole, 5-nitro-indole, and K-base), an aromatic ring system
(e.8., benzimidazole or dichloro- benzimidazole, 1-methyl-1H-[1,2,4]triazole-3-carboxylic
acid amide) or a hydrogen atom (dSpacer).

R o PR o S TGO N TN



WO 2005042018 PCT/US2004/036240

-28 -

In one embodiment both the C and the G of a CO dimcleotide are unmodified
cytosine and guanine bases, respectively. In one embodiment the C of a CG dinucleotide is
unmethyiated.

For use in the instant invention, the oligonucleotides of the invention can be
synthesized de novo using eny of a number of procedures well known in the art, for example,
the B-cyanoethyl phosphoramidite method (Beaucage SL et al. (1981) Tetrahedron Lett
22:1859); or the nucleoside H-phosphonate method (Garegg et al. (1986) Tetrahedron Latt
27:4051 -4; Froehter BC et al. (1986) Nucleic Acids Res 14:5399-407; Garegg et al. (1986)
Tetrahedron Lett 27:4055-8; Gaffney et al. (1988) Tetrahedron Lett 29:2619-22). These
chemistries can be performed by a variety of automated mcleic acid synthesizers available in
the mariket. These oligomucleotides are referred to as synthetic oligonucleotides. An isolated
oligonucleotide generally refers to an oligonucleotide which is separated from components
which it is normally associated with in nature. As an example, an isolated oligonucleotide
may be one which is separated from a cell, from a nucleus, from mitochondria or from
chromatin.

Modified backbones such as phosphorothioates may be synthesized using automated
techniques employing either phosphoramidate or H-phosphonate chemistries. Aryl-and
alkyl-phosphonates can be made, e.g., a8 described in U.S. Pat. No. 4,469,863; and
alkylphosphotriesters (in which the cherged oxygen moiety is alkylated as described in U.S.
Pat. No. 5,023,243 and European Pgtent No. 092,574) can be prepared by automated solid
phase synthesis using commercially available reagents. Methods for making other DNA
backbone modifications and substitations have been described (e.g., Uhlmann E et al. (1990)
Chem Rev 90:544; Goodchild J (1990) Bioconfugate Chem 1:165).

The immunostimulatory oligonucleotides may also contain one or more unusual
linkages between the nucleotide or mucleotide-analog moieties. The usual intermucleoside
linknge is the 3'5'-linkage. All other linkages are considered as unusual internucleoside
linkages, such as 2'5'-, 5'5'-, 3'3"-, 2'2'-, and 2'3"-linkages. Thereby, the nomenclature 2’ to 5'
is chogen according to the carbon atom of riboge. However, if unnatural sugar moieties are
employed, such as ring-expanded sugar analogs (e.g., hexanose, cylohexene, or pyranose) or
bi- or tricyclic sugar analogs, then this nomenclature changes according to the nomenclature
of the monomer. In 3'-deaxy-f-D-ribopyrancse analogs (also called p-DNA), the
mononucleotides are e.g. coormected via a 4'2'-linkage.
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If the nucleotide contains one 3'3'-linkage, then this oligonucleotide analog will
usually have two unlinked 5’-ends. Similarly, if the nucleotide contains one 5'5'-linkage, then
this oligomucleotide analog will usually have two unlinked 3'-ends. The accessibility of
unlinked ends of nucleotides may be better accessible by their receptors. Both types of
unusual linkages (3'3'- and 5°5'-) were described by Ortigao JF et al. (1992) Antisense Res
Dev 2:129-46, whereby oligonucleotides having a 3'3'-linkage were reported to show
enhanced stability towards cleavage by nucleases.

Different types of linkages can also be combined in one molecule which may lead to
branching of the oligomer. If one part of the oligonucleotide is connected at the 3"-end viaa
3'3'-linkage to a second oligamcleotide part and at the 2-end via & 2'3'-linkage to a third part

f-the molccule, this results ¢.g. in a branched oligomcleotide with three 5'-ends (3'3'-, 2'3'-
branched).

In principle, linkages between different parts of an oligonucleotide or between

w different oligonucleotides, respectively, can occur via all parts of the molecule, as long as

this does not negatively interfere with the recognition by its receptor. According to the
nature of the nucleic acid, the linkage can involve the sugar moicty (Su), the heterocyclic
nucleobase (Ba) or the phosphate backbone (Ph). Thus, linkages of the type Su-Su, Su-Ph,
Su-Bs, Ba-Ba, Ba-Su, Ba-Ph, Ph-Ph, Ph-Su, and Ph-Ba are possible. If the oligonucledtides
are further modified by certain non-nucleotidic substituents, the linkage can also occur via
the modified parts of the oligonucleotides. These modifications include also modified
nucleic acids, e.g., PNA, LNA, or morpholino oligonucleotide analogs.

The linkages are preferably composed of C, H, N, O, S, B, P, and halogen, containing
3 to 300 atoms. An example with 3 atoms is an acetal linkage (ODN1-3'-0-CH;-0-3'-
ODNZ; Froehler and Mattencci) connecting e.g. the 3'-hydroxy group of one nucleotide to the

@@  3“-hydroxy group of a second oligonucleotide. An example with about 300 atoms is PEG-40

(tetraconta polyethyleneglycol). Preferred linkages are phosphodiester, phosphorothioste,
methylphosphonate, phosphoramidate, boranophosphonate, amide, ether, thioether, acetal ,
thioacetal, ures, thiourea, sulfonamide, Schiff base, and disulfide linkages. Another
poasibility is the use of the Solulink BioConjugation System (TriLink BioTechnologies, San
Diego, CA).

If the oligonucleotide is composed of two or more sequence parts, these parts can be
identical or different. Thus, in an oligonucleotide with a 3'3"-linknge, the sequences can be
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identical, e.g., 5-ODN1-3'3"-ODN1-5', or different, e.g., 5-“ODN1-3'3"-ODN2-5".
Furthermore, the chemical modification of the various oligonucleotide parts as well as the
linker connecting them may be different. Since the uptake of short oligonucleotides appears
to be less efficient than that of long oligonucleotides, linking of two or more short sequences
resulis in improved immune stimulation. The length of the short oligonucleotides is
preferably 2-20 nucleotides, more preferably 3-16 nucleotides, but most preferably 5-10
" muclectides, Preferrod are linked oligomucleofides which have two or more unlinked 5'-ends.
' The oligonucleotide partial sequences may also be linked by non-nucleotidic linkers,
in particular abasic linkers (dSpacers), triethylene glycol units or hexaethylene glycol units. |
Other linkers include alkylamino linkers, such as C3, C6, C12 amino linkers, and also
glkylthiol linkers, such as C3 or C6 thiol linkers. The oligonucleotides can also be linked by
gromatic residues which may be further substituted by alkyl or substituted alkcyl groups.

The oligonucleotides may also contain a doubler or trebler unit (Glen Research,
Sterling, VA), in particular those oligonucleatides with a 3'3-linkage. A doubler unit in one
embodiment can be based on 1,3-bis-[5-(4,4'-dimethoxytrityloxy)pentylamidopropyl-2-[(2-
cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidite. A trebler unit in one embodiment can be
based on incorporetion of Tris-2,2,2-[3-(4,4'-dimethoxytrityloxy)propyloxymethyTlethyl-[(2-
cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphoramidite. Branching of the oligonucleotides by
multiple doubler, trebler, or other multiplier units leads to dendrimers which are a further
embodiment of this invention. The oligonucleotides may also contain linker vnits resulting
from peptide-modifying reagents or oligonucleotide-modifying reagents (Glen Research,
Sterling, VA). Furthermore, linkers may contain one or more natural or unnatural amino
acid residues which are connected by peptide (amide) linkages.

Ancther possibility for linking oligonucleotides is via crosslinking of the heterocyclic
bases (Verma S et al (1998) Anmu Rev Biochem 67:99-134; page 124). Yet another
possibility is a linkage between the sugar moiety of one sequence part with the heterocyclic
base of anotheer sequence part (Tyer et al. (1999) Curr Opin Mol Therapeutics 1:344-58; page
352). '
eatablishad methods and can be linked together on-line during solid-phase synthesis.
Alternatively, they may be linked together following synthesis of the individual partial
seqUences.
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CpG phosphorothioate oligénuclectides with strong stimulatory activity in the mouse
system tend to show lower activity on human and other non-rodent immune cells, DNA
containing these (TCG),N or RDCGY Y2N motifs strongly stimulated human peripheral
blood cells to produce IFN-ax.

It has been discovered according to the invention that the subsets of CpG
immunostimulatory oligonucleotides have dramatic immune stimulatory effects on human
cells such as PBMC, suggesting that these CpQ immunostimulatory oligonucleotides are
effective therapeutic agents for human vaccination, cancer immunotherapy, asthma
immunotherapy, general enhancement of immune fimction, enhancement of hematopoietic
recovery following radiation or chemotherapy, and other immune modulatory applications.

As used herein, the terms treat, treated, or treating, when used with respecttoa
disorder such as an infectious discast, cancer, allergy, or esthma, refers to a prophylactic
treatment which increases the resistance of a subject to development of the disease (e.g., to
infection with a pathogen) or, in other words, decreases the likelihood that the subject will
develop the disease (e.g., become infected with the pathogen), as well as to & treatment after
the subject has developed the disease in order to fight the disease (e.g., reduce or eliminate
the infection) or to prevent the diseass from becoming worse.

Thus the CpG immunostimulatory oligonucleotides are useful in some aspects 6f the
invention as a vaccine for the treatment of a subject having or et risk of developing allergy or
asthma, an infection with an infectious orgenism, or a cancer in which a specific cancer
antigen has been identified. The CpG immunostimulstory oligonucleotides thus can be
administered to a subject in conjunction with an antigen or allergen for treatment of infection,
allergy, asthma, or cancer. Alternatively and in addition, the CpG immunostimulatory
oligonucleotides can also be given alone without the antigen or allergen for protection agrinst
infection, allergy or cancer or may be administered with other therapeutic agents. The CpG
immmunostimulatory oligonucleotides also may be administered with other therapeutic agents.
Repeated doses may allow longer term protection.

A subject at risk as used herein is a subject who has any identifiable risk of exposure
1o an infection-causing pathogen or allergen or a risk of developing cancer. For instance, a
subject at risk of developing infection may be a subject who is planming to travel to an area

- where a particular type of infectious agent is found, or it may be a subject who through

lifestyle or medical procedures is exposed to bodily fluids which may contain infectious
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organisms or directly to the organism, or it may be any subject living in an area where an
infectious organism or an allergen has been identified. Subjects at risk of developing
infection also include general populations to which & medical agency recommends
vaccination with a particular infectious organism antigen. If the antigen is an allergen and the
subject develops allergic responses to that perticular antigen and the subject may be exposed
to the antigen, e.g., during pollen season, then that subject is at rigk of developing an allergic
response, A subject at risk of developing an allergy or asthma includes those subjects that
have been identified as having an allergy or asthma but that do not have active disease during
the CpG immunostimulatory oligomucleotide treatment. A subject at risk of developing an
allergy or asthma also includes subjects that are considered to be at risk of developing these
diseases becanse of genetic or environmental factors.

A subject at risk of developing a cancer is one who has a high probability of
developing cancer. These subjects inchide, for instance, subjects having a genetic
abnommality, the presence of which has been demonstrated to have a correlative relation to a @
higher likelihood of developing a cancer, subjects exposed to cancer-associated agents such
as tobacco, asbestos, or other chemical toxins, and subjects who have previously been treated
for cancer and are in apparent remisgion. When a subject at risk of developing a cancer is
treated with a CpG immunostimulatory oligonucleotide and optionally an antigen specific for
the type of cancer to which the subject is at rigk of developing, the subject may be able to kill
the cancer cells as they develop. If a tumor begins to form in the subject, the subject will
develop an innate immune response or a specific immune response against the tumor antigen.

In addition to the use of the CpG immunostimulatory oligonucleotides for
prophylactic treatment, the invention also encompasses the use of the CpG
immunostimulatory oligonucleotides for the treatment of a subject having an infection, an
allergy, asthma, or a cancer. (::j

A subject having an infection is a subject that has been exposed to an infectious
pathogen and has acute or chronic detectable levels of the pathogen in the body. The CpG
immunostimulatory oligonucleotides can be used with or without an antigen or other
mmlpmﬁcbmomtmimﬂemmmﬁgmlpedﬁcsyﬁmicormumnlimmmempome
that is capable of reducing the level of or eradicating the infectious pathogen. An infectious
disease, as used herein, is a disease arising from the presence of e foreign microorganism in
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the body. It is particularly importaiit i develop effective vaccine strategies and treatments to
protect the body*s mucosal surfaces, which are the primary site of pathogenic entry.

A subject having an allergy is a subject that is capable of developing an allergic
reaction in response to an allergen. An allergy refers to acquired hypersensitivity to a
substance (allergen). Allergic conditions include but are not limited to eczema, allergic
rhiniﬁumwrym.huyfevu,jymcﬁviﬁs,bmmhiﬂutbmgnﬂergieuﬂmmwﬁmia
(hives), food allergies, and other atopic conditions.

Allergies are genemlly caused by IgE antibody generation agrinst harmless allergens.
The cytokines that are induced by systemic or mucosal administration of CpG
immunostimulatory oligonucleotides are predominantly of a class called Thl (examples are
IL-12, IP-10, IFN-a and IFN-y) and these induce both hnnore] and cellular immune
responses. The other major type of immmume response, which is associated with the
production of IL.-4 and IL-S cytokines, is termed a Th2 immune response. In general, it
appears that allergic diseases are mediated by Th2 type immune responses. Based on the
ability of the CpG immunostimulatory oligonucleotides described herein to shift the immune
response in a subject from a predominant Th2 (which is associated with production of IgE
antibodies and allergy) to a balanced Th2/Thl response (which is protective against allergic
reactions), an effective dose for inducing an immune response of a CpG immunostimulatory
oligonucleoﬁdccanheidministuedtouubjecttoireatasthmamddlergy.

Thus, the CpG immunostimulatory oligomuclootides have significant therapeutic
utility in the treatment of allergic conditions and asthma. Th2 cytokines, especially 114 and
IL-5, are elevated in the airways of asthmatic subjects. These cytokines promote important
aspecis of the asthmatic inflammatory response, including IgE isotope switching, eosinophil
chemotaxis and activation, and mast cell growth. Thl cytokines, especially IFN-y and IL-12,
can suppress the formation of Th2 clones and production of Th2 cytokines. Asthma refors to
a disorder of the respiratory system characterized by inflammation, narrowing of the airways
and increased reactivity of the airways to inhaled agents. Asthma is frequently, although not
exclusively associated with atopic or allergic symptoms. Thus, asthma includes allergic
asthma and non-allergic asthma,

A subject having a cancer is a subject that has detectable canceronis cells. The cancer’
may be a malignant or non-malignant cancer. Cancers or tumors include but are not limited
to biliary tract cancer; brain cancer; breast cancer; cervical cancer; choriocarcinoma; colon
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cancer; endometrial cancer; esophageal cancer; gastric cancer; intraepithelial neoplasms;
lymphomas; liver cancer; lung cancer (e.g., small cell and non-small cell); melanoma;
neuroblastomas; oral cancer; ovarian cancer; pancreas cancer; prostate cancer; rectal cancer;
sarcomas; skin cancer; testicular cancer; thyroid cancer; and renal cancer, as well as other
carcinomas and sarcomas. In one embodiment the cancer is hairy cell leukemis, chronic
myelogenous leukemia, cutaneous T-cell leukemia, multiple myeloma, follicular lymphoma,
malignant melanoma, squamous cell carcinoma, renal cell carcinoma, prostate carcinoma,
bladder cell carcinoms, or colon carcinoma,

A subject shall mean a human or vericbrate animal including but not limited to a dog,
cat, horse, cow, pig, sheep, goat, turkey, chicken, primate, ¢.g., monkey, and fish (aquaculture
species), ¢.g., salmon. Thus, the compounds may be used to treat cancer and tumors,
infections, and allergy/asthma in human and non-human subjects. Cancer is one of the
leading causes of death in companion enimals (e.g., cats and dogs).

In the instances when the CpG oligonucleotide is adminigtered with en antigen, the CO
subject may be exposed to the antigen. As used herein, the term “exposed to” refers to either
the active step of contacting the subject with an antigen or the passive exposure of the subject
to the antigen in vive. Methods for the active exposure of a subject to an antigen are well-
known in the axt. In general, an antigen is administered directly to the subject by any rheans
such as intravenous, intramuscular, oral, transdermal, mucosal, intranasal, intratracheal, or
subcutaneous administration, The antigen can be administered systemically or locally.
Methods for administering the antigen and the CpG immunostimulatory oligonncleotide are
described in more detail below. A subject is passively exposed to an antigen if an antigen
becomes available for exposure to the immune cells in the body. A subject may be passively
exposed to an antigen, for instance, by entry of a foreign pathogen into the body or by the
development of & tumar cell expressing a foreign antigen on jts surface,

The methods in which a subject is passively exposed to an antigen can be particularly
dependent on timing of administration of the CpG immunostimulatory oligonucleotide. For
instance, in a subject at risk of developing a cancer or an infectious disease or an allergic or
asthmatic response, the subject may be administered the CpG immunostimulatory
oligonucleotide on a regular basis when that risk is greatest, e.g., during allergy season or
after exposure to a cancer causing agent. Additionally the CpG immunostimulstory
oligonucleotide may be administered to travelers before they travel to foreign lands where
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they are at risk of exposure to infecficiis agents. Likewise the CpG immunostimulatory
oligonuclectide may be administered to soldiers or civilians at risk of exposure to bicwarfare
to induce a systemic or mucosal immune response to the antigen when and if the subject is
exposed to it.

An antigen a3 used herein is @ molecule capable of provoking an immune response.
Antigens include but are not limited to cells, cell extracts, proteins, polypeptides, peptides,
polysaccharides, polysaccharide conjugates, peptide and non-peptide mimics of
polysaccharides and other molecules, smell molecules, lipids, giycolipids, carbohydrates,
viruses and viral extracts and muticellular organisms such as parasites and allergens. The
term antigen broadly includes any type of molecule which is recognized by a host immune
system as being foreign, Antigens include but are not limited to cancer antigens, microbial
antigens, and allergens.

A cancer antigen as used herein is a compound, such as a peptide or protein,
associated with a tumor or cancer cell surface and which is capable of provoking an immune
response when expressed on the surface of an antigen presenting cell in the context of an
MHC molecule, Cancer antigens can be prepared from cancer cells either by preparing crude
extracts of cancer cells, for example, as described in Cohen PA et al. (1994) Cancer Res
54:1055-8, by partially purifying the antigens, by recombinant technology, or by de novo
synthesis of known antigens. Cancer antigens include but are not limited to antigens that are
recombinantly expressed, an immunogenic portion thereof, or a whole tumor or cancer cell.
Such antigens can be isolated or prepared recombinantly or by any other means known in the
art.

As used herein, the terms “cancer antigen” and “tumor antigen” are used
interchangeably to refer to antigens which are differentially expressed by cancer cells and can
thereby be exploited in order to target cancer cells, Cancer antigens are antigens which can
potentially stimulate apparently tumor-specific immune responses. Some of these antigens
are encoded, although not necessarily expressed, by normal cells. These antigens can be
characterized as those which are normally silent (i.e., not expressed) in normal cells, thoso
that are expressed only at certain stages of differentiation and those that are temporslly
expressad such as embryonic and fetal antigens. Other cancer antigens are encoded by
mutant celluler genes, such as oncogenes (e.g., activated ras oncogene), suppressor genes
(c-g., mutant p53), fusion proteins resulting from intemal deletions ar chromosomal



WO 2008042018 PCT/US20040036240
-36-

translocations. Still other cancer antigens can be encoded by viral genes such as those carried
on RNA and DNA tumor viruses.
- A microbial antigen as used herein is an antigen of a microorganism and includes but

i not limited to viruses, bacteria, parasites, and fingi. Such autigens include the imtact
microorganism as well as natural isolates and fragments or derivatives thereof and also
synthetic compounds which are identical to or similar to natural microorganism antigens and
induce an immune response specific for that microorganism. A compound is similar to a
natural microorganism antigen if it induces an immmme response (humoral and/or cellular) to
a natural microorganism antigen. Such antigens are used routinely in the art and are well
known to those of ordinary skill in the art. 1

Examples of viruses that have been found in humans include but are not limited to;
Retroviridae (e.g., human immunodeficiency viruses, such as HIV-1 (also referred to as
HTLV-III, LAV or HTLV-III/LAV, or HIV-III; and other isolates, such as HIV-LP;
Picornaviridas (c.g., polio viruses, hepatitis A virus; enteroviruses, human Coxsackie CO
viruses, rhinoviruses, echoviruses); Calciviridae (e.g., strains that cause gastroenteritis);
Togaviridae (e.g., equine encephalitis viruses, rubella viruses); Flaviviridae (e.g., dengue
viruses, encephalitis viruses, yellow fever viruses); Coronaviridae (¢.g., coronaviruses);
Rhabdoviridae (e.g., vesicular stomatitis viruses, rabies viruses), Flloviridae (e.g., ebola
viruses); Paramyxoviridae (e.g., parainfluenza viruses, mumps virus, measles virus,
respiratory syncytial virus); Orthomyxoviridae (e.g., influenza viruses); Bunyaviridae (e.8.,
Hantaen viruses, bunya viruses, phleboviruses and Nairo viruses); Arena viridae
(hemorrhagic fever viruses); Reoviridae (e.g., reoviruses, orbiviurses and rotaviruses);
Bornaviridae; Hepadnaviridae (Hepatitis B virus); Parvoviridae (parvoviruses);
Papovaviridae (papilloma viruses, polyoma viruses); Adenoviridae (most adenoviruses);
Herpesviridae (herpes simplex virus (HSV) 1 and 2, varicella zoster virus, cytomegalovirus
(CMY), herpes virus; Paxviridae (variola viruses, vaccinia viruses, pox viruses); and
Iridoviridae (e.g., African swine fever virus); and unclassified viruses (e.g., the agent of delta
hepatitia (thought to be a defective satellite of hepatitis B virus), Hepatitis C; Norwalk and
related viruses, and astroviruses).

Both gram negative and gram positive bacteria servo as antigens in vertebrate
animals, Such gram positive bacteria include, but are not limited to, Pasteurella species,
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not limited to, Escherichia coli, Pseudomonas species, and Salmonella species. Specific
examples of infectious bacteria include but are not limited to, Helicobacter pyloris, Borrelia
burgdorferi, Legionella pneumophilia, Mycobacteria sps (¢.g., M. tuberculosis, M, avium, M.
intracellulare, M. kensasii, M. gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeas,
Neisseria meningiridis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes (Group A
Streptococcus), Streprococcus agalactiae (Group B Streptococcus), Streptococcus (viridans
group), Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis, Streptococcus (anaerobic sps.),
Streptococcus pnevimoniae, pathogenic Campylobacter sp., Enterococcus sp., Haemophilus
influenzae, Bacillus amhracis, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium sp.,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Enterobacter
aerogenes, Klsbsiella pneumoniae, Pasturella multocida, Bacteroides sp., Fusobactertum
rucleatum, Streptobacillus moniliformis, Treponema pallidum, Treponema pertenus,
Leptospira, Rickettsia, and Actinomyces israelii.

Examples of fungi include Crypfococcus neoformans, Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis, Chlamydia trachomatis, Candida albicans.

Other infectious organisms (i.e., protists) include Plasmodium spp. such as
Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, and Plasmodtum vivax
and Toxoplasma gondil. Blood-borne and/or tissues parasites include Plasmodium spp.,.
Babesia microti, Babesia divergens, Leishmania iropica, Leishmania spp., Leishmania
brazillensis, Leishmania donovani, Trypanosoma gambiense and Trypanosoma rhodesiense
(African sleeping sickness), Trypanosoma cruzi (Chagas® disease), and Taxoplasma gondil.

Other medically relevant microorganisms have been described extensively in the
literature, e.g., see C.G.A Thomas, Medical Microbiology, Bailliere Tindall, Great Britain
1983, the entire contents of which is hercby incorporated by reference.

An allergen refers to a substance (entigen) that can induce an allergic or asthmatic
response in a susceptible subject. The list of allergens is enormous and can include pollens,
insect venoms, animel dander, dust, fungal spores and drugs (¢.g., penicillin), Examples of
natural, animal end plant allergens include but are not limited to proteins specific to the
following genuses: Canine (Canis famillaris); Dermatophagoides (e.g., Dermatophagoides
Jarinae); Felis (Felis domesticus), Ambrosia (Ambrosia artsmlisfolia; Lolium (e.g., Lolium
perenng ot Lolium multiflorum), Cryptomeria (Cryptomeria japonica); Alternaria (Alternaria
alternata), Alder; Alrrus (Alnus gultinoasa), Betula (Betula verrucosa); Quercus (Quercus
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alba); Olea (Olea europa); Artemisia (Artemisia vulgaris); Plantago (e.g., Plantago
lanceolata), Parietaria (e.g., Paristaria officinalis or Parietaria judaica); Blattella (e.g.,
Blattella germanica); Apis (e.g., Apis multiflorum); Cupressus (e.g., Cupressus sempervirens,
Cupressus arizonica and Cupressus macrocarpa); Juniperus (e.g., Juniperus sabinoides,
Juriperus virginiana, Jurriperus communis and Juniperus ashel); Thuya (e.g., Thuya
orientalis); Chamaecyparis (e.g., Chamaecyparis obtusa), Periplaneta (e.g., Periplaneta
americana), Agropyron (e.g., Agropyron repens); Secale (c.g-., Secale cereale); Triticum
(c.g-, Triticum aestivum); Dactylis (e.g., Dactylis glomerata); Festuca (¢.g., Festuca elatior);
Poa (e.g., Poa pratensis or Poa compressa), Avena (e.g., Avena sativa), Holcus (¢.g., Holcus
. lanatus); Anthoxarthum (e.g., Anthoxanthum odoratum); Arrhenatherion (e.g.,
Arrhenatherum elatius); Agrostis (e.g., Agrostis alba); Phleum (e.g., Phlewm pratense);
Phalaris (e.g., Phalaris arundinacea), Paspalum (e.g., Paspalum notatuwm); Sorghum (e.g.,
Sorginmm halspensis); and Bromus (¢.8., Bromus inermis).

The antigen may be substantially purified. The term substantially purified as used @
herein refiers to an antigen, i.e., a polypeptide which is substantially free of other proteins,
lipids, carbohydrates or other msterials with which it is naturally associated. One skilled in
the art can purify polypeptide antigens using standard techniques for protein purification.
The substantially pure polypeptide will often yield a single major band on a non-reducing
polyacrylamide gel. In the case of partially glycosylated polypeptides or those that have
several start codons, there may be several bands on a non-reducing polyacrylamids gel, but
these will form a distinctive pattern for that polypeptide. The purity of the polypeptide
antigen may also be determined by amino-terminal amino acid sequence analysis. Other
types of antigens such as polysaccharides, small molecule, mimics, etc., are included within
the invention and may optionally be substantially pure.

The oligomucleotides of the invention may be sdministered to 8 subject with nanti- (30
microbial agent. An enti-microbial agent, as used herein, refers to a naturally-occurring or
synthstic compound which is capable of killing or inhibiting infections microorganiams. The
type of enti-microbial agent useful according to the invention will depend upon the type of
microorganism with which the subject is infected or at risk of becoming infected. Anti-
microbial agents include but are not limited to anti-bacterial agents, anti-viral agents, anti-
fungal agents and anti-parasitic agents. Phrases such as “anti-infective agent”, “enti-bacterial
agent”, “anti-viral agent”, “anti-fungal agent”, “anti-parasitic agent” and “perasiticide” have
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well-established meanings to those of ordinary skill in the art and are defined in standard
medical texts. Briefly, anti-bacterial agents kill or inhibit bacteria, end include antibiotics as
well as other synthetic or natural compounds having similar functions. Antibiotics are low
molecular weight molecules which are produced as secondary metabolites by cells, such as
microorganisms, In general, antibiotics interfere with one or mere bacterial fimctions or
structures which are specific for the microorganism and which are not present in host cells.
Anti-viral agents can be isolated from natural sources or synthesized and are useful for killing

" or inhibiting viruses. Anti-fungal agents are used to treat superficial fungal infections as well

as opportumistic and primary systemic fungal infections, Anti-parasitic agents kill or inhibit
perasites.

Examples of anti-parasitic agents, also referred to as parisiticides useful for human
administration include but are not limited to albendazole, amphotericin B, benznidazole,
bithionol, chloroquine HCI, chloroquine phosphate, clindamycin, dehydroemetine,
diethylcarbamazine, diloxanide furoate, eflornithine, furazolidaone, glucocorticoids,
helofantrine, iodoquinol, ivermectin, mebendazole, mefloquine, meglumine antimoniate,
melarsoprol, metrifonate, metronidazole, niclosamide, nifurtimox, oxamniquine,
quinacrine HC, quinine sulfate, quinidine gluconate, spiramycin, stibogluconate sodium
(sodium antimony gluconate), suramin, tetracycline, doxycycline, thiabendazole, tinidazole,
trimethroprim-sulfamethoxazole, and tryparsamide some of which ave used alone or in
combination with others.

Antibacterial agenis kill or inhibit the growth or function of bacteria. A large class of
antibacterial agenis is antibiotics. Antibiotics, which are effective for killing or inhibiting a
wide range of bacteria, are referred to as broad spectrum antibiotics. Other types of
sntibiotics are predominantly effective against the bacteria of the class gram-positive or
gram-negative. These types of antibiotics are referred to as narrow spectrum antibiotics.
Other antibiotics which are offective against a single organism or disease and not agninst
other types of bacteria, are referred to as limited spectrum antibiotics. Antibacterial agents
ere sometimes classified based on their primary mode of action. In general, antibacterial
inhibitors, mcleic acid synthesis or functional inhibitors, and competitive inhibitors.
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Anti viral agents are compounds which prevent infection of cells by viruses or
replication of the virus within the cell. There are many fewer antiviml drugs than
antibacterial drugs becauss the process of viral replication is 5o closely related to DNA
replication within the host cell, that non-specific antiviral agents would often be toxic to the
host, There are scveral stages within the process of viral infection which can be blocked or
inhibited by antiviral agents. These stages include, attachment of the virus to the host cell
(immumoglobulin or binding peptides), uncoating of the virus (e.g., amantadine), synthesis or
translation of viral mRNA (e.g., interferon), replication of viral RNA or DNA (e.g.,
nucleoside analogs), maturetion of new virus proteins (e.g., protease inhibitors), and budding
and release of the virus.

Nucleotide analogs are synthetic compounds which are similar to nucleotides, but
which have an incomplete or abnormal deoxyribose or ribose group. Once the nucleotide
analogs are in the cell, they are phosphorylated, producing the triphosphate form which
competes with normal nucleotides for incorporation into the viral DNA or RNA. Once the
triphosphate form of the nucleotide enslog is incorporated into the growing mucleic acid
chain, it canses irreversible association with the viral polymerase and thus chain termination.
Nucleotide analogs include, but are not limited to, acyclovir (used for the treatment of herpes
simplex virus and varicella-zoster virus), gancyclovir (useful for the treatment of
cytomegalovirus), idoxuridine, ribavirin (useful for the treatment of respiratory syncitial
virus), dideoxcyinosine, dideoxycytidine, zZidovudine (azidothymidine), imiquimod, and
resimiquimod.

The interferons are cytokines which are secreted by virus-infected cells as well as
immune cells. The interferons function by binding to specific receptors on cells adjacent to
the infected cells, cansing the change in the cell which protects it from infection by the virus.
« and p-interferon also induce the expression of Class I and Class I MHC molecules on the
surface of infected cells, resulting in increased antigen presentation for host immune cell
recognition.  and P-interferons are available as recombinant forms and have been used for
the treatment of chronic hepatitis B and C infection. At the dosages which are effective for
anti-viral therapy, interferons have severe side effects such as fever, malaise end weight loss.

' Anti-viral agents usefu] in the invention include but are not limited to
immunoglobulins, amentadine, interferons, nucleoside analogs, and protease inhibitors,
Specific examples of anti-virals include but are not limited to Acemsnnan; Acyclovir;
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Acyclovir Sodium; Adefovir; Alovudine; Alvircept Sudotox; Amantadine Hydrochloride;
Aranotin; Arildone; Atevirdine Mesylate; Avridine; Cidofovir; Cipamfylline; Cytarabine
Hydrochloride; Delavirdine Mesylate; Desciclovir;, Didanosine; Disoxaril; Edoxudine;
Enviradene; Enviroxime; Famciclovir; Femotine Hydrochloride; Fiacitabine; Fialuridine;
Fosarilate; Foscamnet Sodium; Fosfonet Sodium; Ganciclovir; Ganciclovir Sodium;

- Idoxuridine; Kethoxal; Lamivudine; Lobucavir; Memotine Hydrochloride; Methisazone;
Nevirapine; Penciclovir; Pirodavir; Ribavirin; Rimantadine Hydrochloride; Saquinavir
Mesylate; Somantadine Hydrochloride; Sorivudine; Statolon; Stavudine; Tilorone
Hydrochloride; Trifluridine; Valacyclovir Hydrochloride; Vidarabine; Vidarabine Phosphate;
Vidarabine Sodium Phosphate; Viroxime; Zalcitabine; Zidovudine; and Zinviroxime.

Anti-fungal agents are useful for the treatment and prevention of infective fungi.
Anti-fungnl agents are sometimes classified by their mechanism of action. Some anti-fungal
agents function as cell wall inhibitors by inhibiting glucose synthase. These include, but are
not limited to, basiungin/ECB. Other anti-fngal agents function by destabilizing membrane
integrity. These include, but are not limited to, imidazoles, such as clotrimazole,
sertaconzole, fluconazole, itraconazole, ketoconazole, miconazole, and voriconacole, as well
as FK 463, amphotericin B, BAY 38-9502, MK 991, pradimicin, UK. 292, butenafine, and
terbinafine. Other anti-fungal agents function by breaking down chitin (e.g., chitinase)or
immunosuppression (501 cream).

CpG immmostimulatory oligonucleotides can be combined with other therapeutic
agents such as adjuvants to enhance immune responses. The CpQG immunostimulatory
oligonucleotide and other therapeutic agent may be administered simultaneously or
sequentially. When the other therapeutic agents are administered simultancously they can be
administered in the same or separate formulations, but are administered at the same time.
The other therapeutic agents are administered sequentially with one another and with CpG
immumostimulsatory oligonucleotide, when the administration of the other therapeutic agents
and the CpG immunostimulatory oligomucleotide is temporally separated. More specifically,
the CpG immunostimmulatory oligonucleotide can be administered before or after
administration of (or exposure to) at least one other therapeutic agent. The separstion in time
between the administration of these compounds may be a matter of minutes or it may be
longer. Other themapeutic agents include but are not limited to adjuvants, cytokines,
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The compositions of the invention may also be administered with non-nucleic acid
adjuvants. A non-nucleic acid adjuvant is any molecule or compound except for the CpG
immunostimulatory oligomucleotides described herein which can stimmulate the humoral
and/or cellular immune response. Non-nucleic acid adjuvents include, for instance, adjuvants
that create a depot effect, immune stimulating adjuvants, and adjuvants that create a depot
effect and stimulate the immune gystem.

The CpG immunostimulatory oligonucleotides are also useful as mucosal adjuvants.

It hes previously been discovered that both systemic and mucosal immmmity ere induced by
mucosal delivery of CpG mucleic acids. Thus, the oligonucleotides may be administered in
combination with other mucosal adjuvants,

Immune responses can also be induced or augmented by the co-administration or co-
linear expression of cytokines (Bueler & Mulligan, 1996; Chow et el., 1997; Geisaler ct al.,
1997; Iwasaki et al., 1997; Kim et al., 1997) or co-stinmlatory molecules such as B7 (iwasaki _
et al., 1997; Touji et al., 1997) with the CpG immunostimulatory oligonucleotides. The term C;O
cytokine is used as a generic name for a diverse group of spluble proteins and peptides which
act ag humoral regulators at nano- to picomolar concentrations and which, either under
- normal or pathological conditions, modulate the fimctional activities of individual cellsand  {
tisgues. These proteins also mediate interactions between cells directly and regulate
processes taking place in the extracellular environment. Examples of cytokines include, but
are not limited to interleukin-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, I1.-12, IL.-15,
IL~18, granulocyte-macrophage colony stimulsting factor (GM-CSF), granulocyte colony
stimulating factor (G-CSF), IFN-y, IFN-a, IFN-B, tumor necrosis factor (TNF), TGF-f, Flt-3
ligand, and CD40 ligand. In addition to cytokines the CpG oligomucleotides may be used in
combination with antibodies agginst certain cytokines, such as anti-IL-10 and anti-TGF-f, as
well as cyclooxygenase inhibitors, i.c., COX-1 and COX-2 inhibitors. D)

The oligonucleotides are also useful for redirecting an immune response from a Th2
immune response to a Th] immune response. This results in the production of & relatively
balanced Th1/Th2 environment. Redirection of an immune response from a Th2 to & Thl
immune response can be assessed by measuring the levels of cytokines produced in response
to the mucleic acid (e.g., by inducing monocytic cells and other cells to produce Th1
cytokines, including IFN-cr). The redirection or rebalance of the immune response from a
Th2 to a Th1 respomse is particularly useful for the treatment of asthma. For instance, an
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effective amount for treating asthma can be that amount useful for redirecting a Th2 type of
immune response that is associated with asthma to a Thl type of response or a balanced
Th1/Th2 environment. Th2 cytokines, especially IL-4 and IL-5 arc elevated in the airways of
asthmatic subjects, The CpG imnumostimulatory oligonucleotides described herein cause an
increase in Thl cytokines which helps to rebalance the immune system, preventing or
reducing the adverse effects associated with e predominately Th2 immune response.

Redirection of an immune response from & Th2 to a Thl immune response can also be
assessed by measuring the levels of specific isotypes of immumoglobulin. For example, in
mice IgG2a is associated with a Thl immune response, and IgG1 and IgE are associated with
2 Th2 immune response.

The CpG immunostimulatory oligonucleotides have the unique capability to promote
cell survival, differentiation, activation and maturation of dendritic cells, and are useful for in
vitro, in vivo, end ex vivo methods'involving dendritic cells.

CpQG immunostimulatory oligomcleotides also increase natural killer cell lytic
activity and entibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC). ADCC can be performed
using a CpG immunostimulatary oligonucleotide in combination with an antibody specific
for & cellular target, such as a cancer cell, When the CpG immnmostimulatory
oligonucleotide is administered to a subject in conjunction with the antibody, the subject’s -
immune system is induced to kil the tumor cell. The antibodies useful in the ADCC
procedure include antibodies which interact with a cell in the body. Many such antibodies
specific for cellular targets have been described in the art and many are commercially
available.

The CpG immmostimulsatory oligonucleotides may also be administered in
conjunction with an anti-cancer therapy. Anti-cancer therapies include cancer medicaments,
radiation end surgical procedures. As used herein, a “cancer medicament” refers to an agent
which is administered to a subject for the purpose of treating a cancer. As used herein,
“treating cancer” includes preventing the development of a cancer, reducing the symptoms of
cancer, and/or inhibiting the growth of en established cancer. In other aspects, the cancer
medicament is administered to a subject at risk of developing a cancer for the purpose of
reducing the risk of developing the cancer. Various types of medicaments for the treatment
of cancer are described herein. For the purpose of this specification, cancer medicaments are
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clessified as chemotherapeutic agents, immunotherapeutic agents, cancer vaccines, hormone
therapy, and biological response modifiers.

Additionally, the methods of the invention are intended to embrace the use of more
than one cancer medicament along with the CpG immunostimulatory oligonucleotides. As an
example, where appropriate, the CpG immunostimulatory oligonucleotides may be
administered with both a chemotherapeutic agent and an immunotherapeutic agent.
Altematively, the cancer medicament may embrace an immunotherapeutic agent and a cancer
vaccine, or a chemotherapeutic agent and a cancer vaccine, or a chemotherapeutic agent, an
immunotherapeutic agent and a cancer vaccine all administered to one subject for the purpose
of treating a subject having a cancer or at risk of developing a cancer.

The chemotherapeutic agent may be selocted from the group consisting of
chloroethyinitrosoureas, 5-fluorouracil, mitomycin C, bleomycin, doxorubicin, dacarbazine,
txxol, fragyline, Meglamine GLA, valrubicin, carmustaine snd poliferposan, MMI270, BAY
129566, RAS farncsyl transferase inhibitor, famesy! transferase inhibitor, MMP, -
MTA/LY231514, LY264618/Lometexol, Glamolec, CI-994, TNP-470, Hycamtin/Topotecan,
PKC412, Valspodar/PSC833, Novantrone/Mitroxantrone, Metaret/Suramin, Batimastat,
E7070, BCH-4556, CS-682, 9-AC, AG3340, AG3433, Incel/VX-710, VX-853, ZD0101;
ISI641, ODN 698, TA 2516/Marmistat, BB2516/Marmistat, CDP 845, D2163, PD183805,
DX8951f, Lemonal DP 2202, FK 317, Picibanil/OK-432, AD 32/Valrubicin,
Yewtaxan/Paclitaxel, Taxol/Paclitaxel, Xeload/Capecitabine, Furtulon/Doxifluridine,
Cyclopax/oral paclitaxel, Oral Taxoid, SPU-077/Cisplatin, HMR 1275/Flavopiridol, CP-358
(T74)/EGFR, CP-609 (754¥/RAS oncogens inkibitor, BMS-182751/oral platinum,
UFT(Tegafur/Uracil), Ergamisol/L.evamisole, Eniluracil/776C85/5FU enhancer, CD :
Campto/Levamisole, Camptosar/Irinotecan, Tumodex/Ralitrexed, Leustatin/Cladribine,
Fludara/Fluderabine, Pharmarubicin/Epirubicin, DepoCyt, ZD1839, LU 79553/Bis-
Naphtalimide, LU 103793/Dolastain, Caetyx/liposomal doxorubicin, Gemzar/Gemcitabine,
ZD 0473/Anormed, YM 116, lodine seeds, CDK4 and CDK2 inhibitors, PARP inhibitors,
D4809/Dexifosamide, Ifes/Mesnex/Ifosamide, Vumon/Teniposide, Paraplatin/Carboplatin,
Plantinol/cisplatin, Vepeside/Etoposide, ZD 9331, Taxotere/Docetaxel, prodrug of guanine
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arabinoside, Taxane Analog, nitrosoureas, alkylating agents such as melphelan and
cyclophosphamide, Aminoghutethimide, Asparaginase, Busulfan, Carboplatin, Chlarombucil,
Cytarabine HC, Dactinomycin, Deunorubicin HCI, Bstramustine phosphate sodium,
Etoposids (VP16-213), Floxuridine, Fluorouracil (5-FU), Flutamide, Hydroxyurea

" (hydroxycarbamide), Ifosfamide, Interferon Alfa-2a, Alfa-2b, Leuprolide acetate (LHRH-

releasing factor analog), Lomustine (CCNU), Mechlorethamine HC] (nitrogen mustard),
Mercaptopurine, Mesna, Mitotane (0.p’-DDD), Mitoxantrone HC, Octreotide, Plicamycin,
Procarbazine HCI, Streptozocin, Tamoxifen citrate, Thioguanine, Thiotepe, Vinblastins
sulfiste, Amsacrine (m-AMSA), Azacitidine, Erthropoietin, Hexamethylmelamine (HMM),
Interleukin 2, Mitoguezone (methy-GAG; methyl glyoxal bis-guanylhydrazone; MGBG),
Pentostatin (2'deoxycoformycin), Semustine (methyl-CCNU), Teniposide (VM-26), and
Vindesine sulfate, but it is not so limited.

The immmotherapeutic agent may be selected from the group consisting of Rituxan,
Ributaxin, Herceptin, Quadramet, Panorex, IDEC-Y2B8, BEC2, C225, Oncolym, SMART
M195, ATRAGEN, Ovarex, Bexxar, LDP-03, ior t§, MDX-210, MDX-11, MDX-22, OV103,
3622W94, anti-VEGF, Zenapax, MDX-220, MDX-447, MBIMIUNE—Z-’. MELIMMUNE-
1, CEACIDE, Pretarget, NovoMAb-G2, TNT, Gliomab-H, GNI-250, EMD-72000,
LymphoCide, CMA 676, Manopharm-C, 4B5, ior egf.13, ior c5, BABS, enti-FLK-2, MPX-
260, ANA Ab, SMART 1D10 Ab, SMART ABL 364 Ab, and immuRAIT-CEA, but it is not
s0 limited.

The cancer vaccine may be selected from the group conzisting of EGF, Anti-idiotypic
cancer vaccines, Gp75 entigen, GMK melanoma vaccine, MGV ganglioside conjugate
vaccine, Her2/nen, Qvarex, M-Vax, O-Vax, L-Vax, STo-KHL theratope, BLP25S (MUC-1),
liposomal idiotypic vaccine, Melacine, peptide antigen vaccines, toxin/antigen vaccines,
MVA-based vaccine, PACIS, BCG vaccine, TA-HPV, TA-CIN, DISC-virus and
ImmuCyst/TheraCys, but it is not so limited.

The use of CpG immunostimulatory oligonucleotides in conjunction with
immmotherapeutic agents such as monoclonal antibodies is able to increase long-term
survival through a number of mechanisms including significant enhancement of ADCC (as
discussed above), activation of NK cells and an increase in IFN-a levels. The nucleic acids
when used in combination with monoclonal antibodies serve to reduce the dose of the
antibody required to achieve a biological result.
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activation end broad spectrum resistance to infectious challenge using the CpG
immunostimulatory oligomicleotides. The term innate immune activation as used herein
refers to the activation of immune cells other than memory B celis and for instance can
include the activation of monocytes, neutrophils, mecrophages, dendritic cells, NK cells,
and/or other immune cells that can respond in an entigen-independent fashion. A broad
spectrum resistance to infectious challenge is induced because the immune cells are in active
form and are primed to respond to any invading compound or microorganism. The cells do
not have to be specifically primed against & particular antigen. This is particularly useful in
biownrfare, and the other circumstances described above such as travelers.

The CpG immunostimulatory oligonucleotides may be directly edministered to the
subject or may be administered in conjunction with a nucleic acid delivery complex. A
nucleic acid delivery complex shall mean a mucleic acid molecule associated with (e.g.,
ionically or covalently bound to; or encapsulated within) a targeting means (e.g., & molecule
that results in higher affinity binding to target cell. Examples of nucleic acid delivery
complexes include nucleic acids associated with a sterol (e.g., cholesterol), a lipid (e.g., 2
cationic lipid, virosome or liposome), or a target cell specific binding agent (e.g., a ligand
recognized by target cell specific receptor). Preferred complexes may be sufficiently steble
in vivo to prevent significant uncoupling prior to internalization by the target cell. However,
the complex can be clesvable under appropriste conditions within the cell so that the
oligomucleotide is reloased in a fimctional form.

The CpG immunostimulatory oligonucleotide and/or the antigen and/or other
therapeutics may be administered alone (e.g., in saline or buffer) or using any delivery
vehicles known in the art. For instance the following delivery vehicles have been described:
Cochleates (Gould-Fogerite et al., 1994, 1996); Emulsomes (Vencott et al., 1998, Lowell ot C{)
al,, 1997); ISCOMs (Mowat et al., 1993, Carlsson et al., 1991, Hu et., 1998, Morein et al,,
1999); Liposomes (Childers et al., 1999, Michalek et al., 1989, 1992, de Haan 1995a, 1995b);
Live bacterial vectors (e.g., Salmonella, Escherichia coli, bacillus Calmette-Guérin, Shigella,
Lactobacillus) (Hone et al., 1996, Pouwels et al., 1998, Chatfield et al., 1993, Stover et al.,
1991, Nugent et al., 1998); Live viml vectors (e.g., Vaccinia, adenovirus, Herpes Simplex)
(Gallichan et al., 1993, 1995, Moss et al., 1996, Nugent et al., 1998, Flexner et al., 1988,
Morrow et al., 1999); Microspheres (Gupta ct al., 1998, Janes et al., 1996, Maloy et al., 1994,
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Moore et al., 1995, O'Hagan et a1, 1994; Eldridgé &t 4l.,- 1989); Nucleic acid vaccines (Fynan
ct al., 1993, Kuklin et al., 1997, Sasaki et al., 1998, Okada et al., 1997, Ishii et al., 1997);
Polymers (e.g., carboxymethylcellulose, chitosan) (Hamajima et al., 1998, Jabbal-Gill et al.,
1998); Polymer rings (Wyutt et al., 1998); Proteosomes (Vancott et al., 1998, Lowell et al.,
1988, 1996, 1997); Sodium Fluoride (Hashi et al., 1998); Transgenic plants (Tacket et al,,
1998, Mason et al., 1998, Haq et al., 1995); Virosomes (Gluck ct-al,, 1992, Mengiardi et al.,
1995, Cryz et al., 1998); Vires-like particles (Jiang et al., 1999, Leibl et al., 1998). Other
delivery vehicles are known in the art.

The term “effective amount” refers generally to the amount necessary or sufficient to
realize a desired biologic effect. For example, an effective amount of a CpG
immunostimulatory oligonucleotide administered with an antigen for inducing mucosal
immunity is that amount necessary to cause the development of IgA in response to an antigen
is that amount neceasary to cause the development of IgG in response to an antigen upon
exposure to the antigen.’ Combined with the teachings provided herein, by choosing among
the various active compounds and weighing factors such as potency, relative bioavailability,
patient body weight, severity of adverse side-effects and preferred mode of administration, an
effective prophylactic or therapeutic treatment regimen can be planned which does not cause
substantial toxicity and yet is entirely effective to treat the particular subject. The effective
amount for any particular application can vary depending on such factors as the disease or
condition being trested, the particular CpG immunostimulatory oligonucleotide being
administered the size of the subject, or the severity of the disease or condition. One of
ordinary skill in the art can empiricaily determine the effective amount of a particular CpG
immunostimulatory oligonucleotide and/or antigen and/or other therapeutic agent without

Subject doses of the compounds described berein for mucosal or local delivery
typically range from about 10 ug to 10 g per administration, which depending on the
spplication could be given daily, weekly, or monthly and any other amount of time
therebetween or as otherwise required. More typically mucosal or local doses range from
about 1 mg to 500 mg per administration, and most typically from about 1 mg to 100 mg,
with 2 - 4 administrations being spaced days or weeks apart. More typically, immune
stimulant doses range from 10 pg to 100 mg per administration, and most typically 100 pg to
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10 mg, with dgily or weekly administrations. Subject doses of the compounds described
herein for parenteral delivery for the purpose of inducing an antigen-specific immune
response, wherein the compounds are delivered with an antigen but not another therapeutic
agent are typically 5 to 10,000 times higher than the effective mucosal dose for vaccine
adjuvant or immune stimulant spplications, and more typically 10 to 1,000 times higher, and
most typically 20 to 100 times higher. Doses of the compounds described herein for
parcnteral delivery for the purpose of inducing an innate immune response or for increasing
ADCC or for inducing an antigen specific immune response when the CpG
immunostimulatory oligonucleotides are administered in combination with other therapeutic
agents or in specialized delivery vehicles typically range from about 100 pg to 10 g per
administration, which depending on the application could be given daily, weekly, or monthly
and any other amount of time therebetween or as otherwise required. More typically
perenteral doses for these purposes range from about | mg to 5 g per administration, and
most typically from about 1 mg to 1 g, with 2 - 4 administrations being spaced days or weeks
apart. In some embodiments, however, parenteral doses for these purposes may be used in a
range of 5 to 10,000 times higher than the typical doses described above.

For any compound described herein the therapeutically effective amount can be
initially determined from animal models, A therapeutically effective dose can also be -
determined from human date for other CpG oligonucleotides which have been tested in
humans (human clinical trials are ongoing) and for compounds which are known to exhibit
similar pharmecological activities, such as other adjuvants, e.g., LT and other antigens for
vaccination purposes. Higher doses may be required for parenteral administration. The
applied dose can be adjusted based on the relative bioavuilability end potency of the
administered compound. Adjusting the dose to achieve maximal efficacy based on the
methods described above and other methods as are well-known in the art is well within the
capabilities of the ordinarily skilled artisan.

The formulations of the invention are administered in pharmaceutically acceptable
solutions, which may routinely contain pharmaceutically acceptable concentrations of salt,
buffering agents, preservatives, compatible carriers, adjuvants, and optionally other
therapeutic ingredients.

For use in therapy, an effective amount of the CpG immunostimulatory .
oligonucleotide and/or other therapeutics can be administered to 8 subject by any mode that
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delivers the compound to the desired surface, e.g., local, mucosal, systemic. Administering
the pharmaceutical composition of the present invention may be accomplished by any means
known to the skilled artisan. Preferred routes of administration include but are not limited to
oral, parenteral, intravenous, intramuscular, subcutanecous, intralesional, intratumorat,
intranasal, sublingual, intratracheal, inhalation, ocular, vaginal, and rectal.

For oral administration, the compounds (i.e., CpG immunostimulatory
oligonucleotides, antigens and/or other therapeutic agents) can be formulated readily by
combining the active compound(s) with pharmaceutically acceptable carriers well known in
the art. Such carriers enable the compounds of the invention to be formulatad as tablets, pills,
dragees, capsules, liquids, gels, syrups, shurries, suspensions and the like, for oral ingestion
by .a subject to be treated. Pharmaceutical preparations for oral use can be obtained as solid
excipient, optionally grinding & resulting mixture, and processing the mixture of gramles,
after adding suitable suxiliaries, if desired, to obtain tablets or dragee cores. Suitable
enshﬁansln;in;nnmuﬂnniﬂhulsudhanmgpn;ﬁummﬁnglnmuun.mmnnmanmmmﬂnLor
sorbitol; celluloss preparations such es, for example, maize starch, wheet starch, rice starch,
potato starch, gelatin, gum tragacanth, methyl cellulose, hydroxypropylmethyl-cellulose,
sodium carboxymethylcellulose, and/or polyvinylpyrrolidone (PVP). K desired,
disintegrating agents may be added, such as the cross-linked polyvinyl pyrrolidone, agar, or
alginic acid or a salt thereof such as sodium alginate. Optionally the oral formulations may
also be formulated in saline or buffers for neutralizing internal acid conditions or may be
edministered without any carriers.

Dragee cores are provided with suitable coatings. For this purpose, concentrated
sugar solutions may be used, which may optionally contain gum arabic, talc, polyvinyl
pyrrolidons, carbopol gel, polyetbylene glycol, and/or titanium dioxide, lacquer solutions,
and suitable organic solvents or solvent mixtures. Dyestuffs or pigments msy be added to the
tablets or dragee coatings for identification or to characterize different combinations of active
compound doses.

Pharmaceutical preparations which can be used orally include push-fit capsules made
of gelatin, as well as soft, sealed capsules made of gelatin and a plasticizer, such as glycerol
or sorbitol. The push-fit capsules can contain the active ingredients in admixture with filler
such as lactose, binders such as starches, and/or lubricants such as talc or magnesium stearate
and, optionally, stabilizers. In soft capsules, the active comipounds may be diasolved or
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suspended in suiteble liquids, such as fatty oils, liquid paraffin, or liquid polyethylene
glycols. In addition, stabilizers may be added. Microspheres formmlated for oral
administration may also be used. Such microspheres have been well defined in the art. All
formuletions for oral administration should be in dosages suitable for such administration.

For buccal administration, the compositions may take the form of tablets or lozenges
formulated in conventional manner.

The compounds may be administered by inhalation to pulmonary tract, especially the
bronchi and more particularly into the alveoli of the deep lung, using standard inhalation
devices. The compounds may be delivered in the form of an acroscl spray presentation from
pressurized packs or a nebulizer, with the use of a suitable propellant, e.g.,
dichlorodiffuoromethans, trichloroflucromethans, dichlorotstrafluoroethane, carbon dioxide
or other suitable gas. In the case of a pressurized aerosol, the dosage unit may be determined
by providing a valve tp deliver a metered amount. An inhalation apparatus may be used to
deliver the compounds to a subject. An inhelation apparatus, as used herein, is any device for
administering an acrosol, such as dry powdered form of the compounds. This type of
equipment is well known in the art and has been deseribed in detail, such as that description
found in Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19® Edition, 1995, Mac
Publishing Company, Easton, Pennsylvania, pages 1676-1692, Many U.S. patents also -
describe inhalation devices, such as U.S. Pat. No, 6,116,237.

“Powder” us used herein refers to a composition that consists of finely dispersed solid
particles. Preferably the compounds are relatively free flowing and capable of being
dispersed in an inhalation device and subsequently inhaled by a subject so that the
compounds reach the lungs to permit penetration into the alveoli. A “dry powder” referstoa
powder composition that has a moisture content such that the particles are readily dispersible
in an inhalation device to form an aerosol. The moisture content is generally below about
10% by weight (% w) water, and in some embodiments is below about 5% w and prefersbly
legs than about 3% w. The powder may be formulated with polymers or optionally may be
formulated with other materials such as liposomes, albumin and/or other carriers.

Acrosol dosage and delivery systems may be selected for a particular therapeutic
application by one of skill in the art, such as described, for exmmple in Gonda, 1. “Acrosols
for delivery of therapeutic and diagnostic agents to the respiratory tract,” in Critical Reviews
in Therapeutic Drug Carrier Systems, 6:273-313 (1990), and in Moren, “Aerosol dosage
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forms and formulations,” in Aeroeols in Medicine. Principles, Diagnosis and Therapy,
Moren, et al,, Eds., Elsevier, Amsterdam, 1985. '

The compounds, when it is desirable to deliver them systemically, may be formulated
for parenteral administration by injection, e.g., by bolus injection or continuous infusion.
Formulations for injection may be presented in unit dogage form, e.g., in ampoules or in
multi-dose containers, with an added preservative. The compositions may take such forms as
suspensions, solutions or emulsions in oily or aqueous vehicles, and may contain formulatory
agents such as suspending, stabilizing and/or dispersing agents.

Pharmaceutical formulations for parenteral administration include aqueous solutions
of the active compounds in water-soluble form. Additionally, suspensions of the active
compounis may be prepared as appropriate oily injection suspensions. Suiteble lipophilic
solvents or vehicles include fatty oils such as sesame oil, or synthetic fatty acid esters, such as
ethyl oleate or triglycerides, or liposomes. Aqueous injection suspensions may contain
substances which increase the viscosity of the suspension, such as sodium carboxymsthyl
cellulose, sorbitol, or dextran. Optionslly, the suspension may also contain suitable
stabilizers or agents which increase the solubility of the compounds to allow for the
preparation of highly concentrated solutions. -

Alternstively, the active compounds may be in powder form for constitution withi a
suitable vehicle, e.g., sterile pyrogen-free water, before use.

The compounds may also be formulated in rectal or vaginal compositions such as
suppositories or retention enemas, ¢.g., containing conventional suppository bases such as
cocoa butter or other glycerides.

In addition to the formulations described previously, the compounds may also be
formulated as a depot preparation. Such long acting formulations may be formulated with
suitable polymeric or hydrophobic materials (for example as an emulsion in an acceptable
oil) or ion exchange resins, or as sparingly soluble derivatives, for example, as a sparingly
soluble salt.

The pharmaceutical compositions also may include suitable solid or gel phase carriers
or excipients. Examples of such carriers or excipients include but are not limited to calcium
carbonste, calcium phosphate, various sugars, starches, cellulose derivatives, gelatin, and
polymers such as polyethylene glycols.
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Suitable liquid or solid pharmaceutical preparation forms are, for example, aqueous or
saline sohutions for inhalation, microencapsulated, encochleated, coated onto microscopic
gold particles, contained in liposames, ncbulized, acrosols, pellets for implantation into the
skin, or dried onto a sharp object to be scratched into the skin. The pharmaceutical
compositions also include grannles, powxders, tablets, coated tablets, (micro)capsules,
suppositorics, syrups, emulsions, suspensions, creams, drops or preparations with protracted
release of active compounds, in whose preparation excipients and additives and/or auxiliaries
such as disintegrants, binders, coating agents, swelling agents, lubricants, flavorings,
sweeteners or solubilizers are customarily used as described above. The pharmaceutical
compositions are suitable for use in a variety of drug delivery systems. For a bricf review of
methods for drug delivery, see Langer R (1990) Science 249:1527-33, which is incorporated
herein by reference,

The CpG imnnumostimulstory oligonucleotides and optionally other therapeutics
end/or antigens may be administered per se (neat) or in the form of a pharmaceutically
acceptable salt. When used in medicine the salts should be pharmaceutically acceptable, but
non-pharmaceutically acceptable salts may conveniently be used to prepare pharmaceutically
acceptable salts thereof. Such salts include, but are not limited to, those prepared from the
following acids: hydrochloric, ydrobromic, sulphuric, nitric, phosphoric, maleic, acetic,
salicylic, p-toluene sulphonic, tartaric, citric, methane sulphonic, formic, malonie, succinic,
naphthalene-2-sulphonic, and benzene sulphomic. Also, such salts can be prepared as alkaline
metal or alkaline earth salts, such as sodium, potassium or calcium salts of the carboxylic
acid group.

Suitable buffering agents include: acetic acid and a salt (1-2% w/v); citric acid and a
salt (1-3% wiv); boric acid and a salt (0.5-2.5% w/v); and phosphoric acid and a salt (0.8-2%
wiv). Suitable preservatives include benzalkonium chloride (0.003-0.03% w/v);
chlorobutanol (0.3-0.9% w/v); parabens (0.01-0.25% w/v) and thimerosal (0.004-0.02% wv).

The pharmaceutical compositions of the invention contain an effective amount of a
CpQG immunostimulatory oligomucleotide and optionally antigens and/or other therspeutic
agents optionally included in a pharmaceutically-acoeptable cartier. The term
pharmacentically-acceptable carrier means one or more commpatible solid or liquid filler,
diluents or encapsulating substances which are suiteble for edministration to a human or other
vertebrate enimal. The term carrier denotes an organic or inorganic ingredient, patural or
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synthetic, with which the active ingredient is combined to facilitate the application, The
components of the pharmaceutical compositions also are capable of being commingled with
the compounds of the present invention, and with each other, in a manner such that there is
no interaction which would substantially impair the desired pharmaceutical efficiency.

The present invention is further illustrated by the following Examples, which in no
way should be construed as further limiting.

EXAMPLES
Example 1
C-Class ODN Analogs Induce IFN-a Secretion and Human TLRY Activity In Vitro

In this series of experiments, C-class ODN analogs of the invention were tested in
vitro for their ability to stimulate buman peripheral blood mononuclear cells (PBMC) to
secreted IFN-a and to stimulate HEK293 cells, stably transfected with human TLR9 and NF-
B reporter construct, to demonstrate TLR9 signaling.

ODN were purchased from Biospring (Frankfurt, Germany), and were controlled for
identity and purity by Coley Pharmaceutical GmbH (Langenfeld, Germany). ODNs were
diluted in phosphate-buffered saline (Sigma, Germany), and stored at -20°C: All dilutiohs
were carried out using pyrogen-free reagents. Test ODN included the following:

128  T'C G'T*C'G'T*T*T*T*A*C*G*G*C'G*T*C*'G*T*G*C*C*G  (SEQ ID NO:48)
611  T*C*G*T*C*'G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*C_G*T*G*C*C*G  (SEQ IDNO:43)
614  T'C*'G*T*C'G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C G*T*G*C*C'G  (SEQ ID NO:43)
620  T*C*G*TC_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C'G*C*C_G*T*G*C*C*G  (SEQ ID NO:43)
331  TC*G*C_G*A*C*G*T*T*C_G'G*C*G'C_G*C*T'G*C*C'G  (SEQ IDNO:27)
332 THC'G'C_G'T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*'C G*C*T*G*C*C*G  (SEQ ID NO:30)
333 T*C*G*C_G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G  (SEQ ID NO:28)
334  TMC'G*C_GAC'G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*a*C*C'G  (SEQ ID NO:29)
335  THC*Q_C*G*T*C'G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G'C*C*G  (SEQ ID NO:30)
336  T'C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G  (SEQ IDNO:30)
337  TPC*G*C*G_AC*G*T*TC_G'G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G  (SEQ IDNO:28)
338 TUC*'G*C*G_A'C*'G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*'G  (SEQ IDNO:29)
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339  TC'G_C*G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G  (SEQIDNO:28)
340  TC*G_C*G*A*C'G*T*T'C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C'G  (SEQID NO:29)
341 T C°G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*a°C*C*G  (SEQIDNO:31)
342  T*C*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G'C*'G*G*C_T*C*G*C*C*G  (SEQID NO:32)
343  T*C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C'G*C_G*T*C*'G*C*C*G  (SEQID NO:31)
344  TC'G'CYG_TC'G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*'G  (SEQIDNO:32)

wherein * represents phophorothioate linkage, and _ represents phosphodiester linkage. CpG
ODN 2006 (TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT, SEQ ID NO:56) was used as a positive
control for TLR9 signal activation. C-class CpG ODN 2429
(TCGTCGTTTTCAGCGGCCACCG, SEQ ID NO:53) was used as a positive control for
IFN-a induction. Non-CpG ODN 1982 (TCCAGGACTTCTCTCAGGTT, SEQ ID NO:18)
was used as a negutive control.

Peripheral biood buffy cost preparations from healthy male and fernale humen donors
were obtained from the Blood Bank of the University of Disseldorf (Germany) and from
these, PBMC were purified by centrifugation over Ficoll-Hypaque (Sigma). The purified
PBMC were resuspended in RPMI 1640 culture medium (BioWhittaker, Belgium)
supplemented with 5% (v/v) heat-inactivated luman AB serum (Bio Whittaker) or 10% (v/v)
heat-inactivated FCS, 2 mM L-glutamine (BioWhittaker), 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml
streptomycin (Invitrogen, Karlsruhe, Germany).

Fresh PBMC were seeded on 96-well round-bottom plates and incubated for 48 hours
with ODN in the concentrations as indicated in a bumidified incubator at 37°C. Culture
supematants were collected and if not used immediately, frozen at —20°C until required.

Amounts of [FN-a in the supernatants were assessed using en enzyme-linked
immunosarbent assay (ELISA) developed using commercially available antibodies (Alexis ¢D)
GmbH, Grilnberg, Germany). ODN 128, 331-344, 611 and 620 were tested with PBMC from
four different donors, end ODN 614 was tested with PBMC from three different donors.

Stably transfected HEK293 cells used for a human TLRY reporter gene assay
expressed the human TLRY receptor and an NF-xB reporter gene-construct. Cells were
incubated with ODNs for 16h at 37°C in a humidified incubator. Bach data point was done in
triplicate. Cells were lysed and assayed for reporter gene activity. Stimmlation indices were -
calculated in reference to reporter gene activity of mediuvm without addition of ODN.
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Results. Representative results are presented in FIG. 1 and FIG. 2. FIG. 1 shown that
C-class ODN 332, 333, and 334 induced large amounts of [FN-a (ca. 2000-2500 pg/ml
typical) when present at a concentration of 1 pM. The amount of IFN-a induced by these
ODN significantly exceeded the amount of IFN-o induced by the same concentration of
ODN 2006 or.1982. FIG, 1 also shows that C-class ODN 332, 333, and 334 induced
significant amounts of TLR9 signsaling activity (typically with a stimulation index of ca. 15)
when present at a concentration of 10 uM. The amount of TLR9 signaling activity induced
by theses ODN was about half the TLRY signaling activity induced by the same concentration
of ODN 2006. Essentially the same results were observed for ODN 128 and 335-344.

FIG. 2 shows that C-ciass ODN 611, 614, and 620 induced even greater amounts of
IFN-a (ca. 3000-4000 pg/mi typical) when present at a concentration of 1 pM. The amount
of IFN-a induced by these ODN significantly exceeded the amount of IFN-a induced by the
same concentration of ODN 2006 or 1982, FIG. 2 also shows that C-class ODN 611, 614,
and 620 induced significant emounts of TLR9 signaling activity (typically with a stimulation
index of ca. 10-20) when present at a concentration of 10 pyM. The amount of TLRY
signaling activity induced by these ODN was again about half the TLR9 signaling activity
induced by the same concentration of ODN 2006.

ODNs 611 (SEQ ID NO:43), 614 (SEQ ID NO:43), and 620 (SEQ ID NO:43) were
also compared with ODN 2429 (one of the original palindrome-containing C-class
oligonucleotides described). These new C-class ODN showed higher activity in the human
TLRY assay, while induction of [FN-a was similar to ODN 2429 (FIG. 3). _

Taken together, the results of these experiments demonstrate that C-Class ODN
analogs of the invention effectively induce IFN-a secretion and human TLR9 activity in

Example 2 :
Additional C-Class ODN Analogs Induce IFN-a Secretion In Vitro

In this series of experiments, additional C-class ODN analogs of the invention wore
tested in vitro for their ability to induce IFN-a secretion. The C-class ODN analogs in these
experiments were characterized in part by the presence of AT-rich interrupted inverted
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repests or by the presence of interrupted inverted repeats containing dSpacer residues in place
of conventional nucleotide residues.
ODN were obtained as in Example 1. Test ODN included the following:

645 T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*T*ACA' T AT T*T*A*T*T*A SEQ ID NO:59
646 T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*A*AYT*A*T*T*T*A*T*T*G SEQ ID NO:50
647 T*C*A*T*C_CG*T*'T*T*T'T*A*A*T*A*T'C*C*A*T*T*A SEQ ID NO:58

649 T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*L*L L*T*G*C*C*G SEQ ID NO:45
650 T*C*G*T*C_G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*L *L*L*"T*G*C*C*G SEQ IDNO:38
651 T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*L*L*C*C*G*C*C*G SEQ ID NO:54

wherein * represents phosphorothioate internucleotide linkage, _ represents phosphodiester
internucleotide linkage, and I represents dSpacer.

Human PBMC were obtained and treated in a-manner analogous to Example 1.

Amounts of IFN-a in the supernatants were assessed uging an enzyme-linked
immumosorbent assay (ELISA) in a manner analogous to Example 1.

Results. C-class ODN 645, 646, and 647, characterized in part by the presence of AT-
rich interrupted inverted repeats, induced moderste amounts of IPN-a: (ca. 1200-1500 pg/ml
typical) when present st a concentration of 1 pM. The amount of IFN-g induced by these
ODN significantly exceeded the amount of IFN-a induced by the same concentration of
ODN 2006 or 1982. C-class ODN 649, 650, and 651, characterized in part by the presence of
interrupted inverted repeats contrining dSpacer residues, induced large amounts of IFN-a
(ca. 2000-2500 pg/ml typical) when present at a concentration of 1 pM. The amount of IFN-
a induced by these ODN significantly exceeded the amount of IFN-a induced by the same
concentration of ODN 2006 or 1982,

Taken together, the results of these experiments demonstrate that C-Class ODN
analogs of the inveation, characterized in part by the presence of AT-rich interrupted inverted
repeats or by the presence of interrupted inverted repeats contsining dSpacer residues in place
of conventional nuclectide residues, effectively induce IFN-o: secretion in vitro.
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Example 3
Additional C-Class ODN Analogs Induce IFN-a Secretion and Human TLR9 Activity In Vitro
In this series of experimenis, C-class ODN analogs of the invention were tested in
vitro for their ability to stimulate human PBMC to secreted IFN-a and to stimulate HEK293
cells, stably transfected with human TLR9 and NF-xB reporter construct, to demonstrate
TLR9 signaling. The basic protocol is as described for Example 1, with the exception that
the test ODN included the following:

664  T*C*G*ANCHG*T*C*GVAYCVNG*T*G¥AVCHG*TVG (SEQ IDNO:62)
376  THCAGYA¥C*G*T*C*G*A+CH+G*TAG*ANCHG (SEQ IDNO:61)
801  T*C_G*T¥C_G¥A*C_G*T*T*C_G*G*C*G¥C*C_G*T*G*C*C*G (SEQIDNO:65)
893  THCHGYT*C_GHT*AYC_G¥G*C*G*CYC_G*THG*C¥CHG (SEQ ID NO:66)
804  THC*G*TVC_GHT*THA*C_G*GYC*G¥CHC_GFT*G¥CYC*G (SEQ ID NO:67)
882  THCHGHA*CHGHTHCHGYAYCHGHTHGHAYCHGHT*T (SEQ IDNO:63)

2290  T*C*G*T*C_G*A*C_G*A*T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQIDNO:64)
2292  THC*G*T+C*G*A*C*G*A_T C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQIDNO:64)
2337  T*C*G*A*C_GH*T+*C*G*AVC_G*T*G*A*CHG+T+T (SEQ ID NO:63)
2341  T*C*G*A*C_G*T*C*G*A*C*G*T_G*A*C*G*T*T (SEQ IDNO:63)
2357 ° T*C*G*T*C_G*T*THT*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G*T  (SEQ ID NO:68)

wherein * represents phosphorothioate linkage and __ represents phophodiester linkage.

ODN in different conentrations were tested in the TLR9 reporter gene assay. The
EC50 (concentration of ODN at which effect was 50 percent maximal effect) was calculated
using SigmaPlot (SigmaPlot 2002 for Windows Version 8.0). The meximal stimulation index
(max SI) was calculated as the quotient between the highest value of all concentrations tested
for any ODN and the medium control. Results are shown in Table 1, wherein it can be seen
that stimulation indices in the range of 10-30 were common.
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TABLE 1
C-Class CpG ODN of the Invention Activate Human TLR9
ODN EC50 (aM) S1
801 130 29
2341 2900 27
2357 1900 19
882 2700 15
893 3500 11
894 2800 11
2290 1200 11
2337 3900 11
664 1290 3
2292 2700 5
376 230 2

Large amounts of [IFN-a were secreted by human PBMC upon 48 h incubation with
these C-class CpG ODN. Typical amounts of [FN-& were in the range of 3000-4000 pg/ml (E
following incubation with ODN at concentrations Jess than or equal to 1 uM. Response
curves for IFN-a in these experiments were very similar to those shown in FIG. 2.

Example 4
C-Class ODN Analogs Induce Antigen-Specific mmune Response In Vivo

In this series of experiments, C-class ODN of the invention were tested in vivo in
conjunction with vaccination of mice. C-class ODN of the invention were observed to boost
titers of antigen-specific total IgQ and IgG2a (Th1-like IgG in mice), as well as antigen-
specific cytolytic T lymphocyte (CTL) responses, in a manner at least comparable to B-class
CpG ODN 2006.

ODN were obtrined as in Example 1. @

Female BALB/c mice (6-8 weeky of age) were used for all experiments. Animals
were purchased from Charles River Canada (Quebec, Canada) and housed in micro isolators
at the animal care facility of the Ottawa Hospital Research Institute, Civic Site.

Nalve BALB/c mouse splenocytes were used for all in vitro assays. Arimals were
aposthetized with isofluorane and euthanized by cervical dislocation. Spleens were removed
under aseptic conditions and placed in phosphate-buffered saline (PBS) + 0.2% bovine serum
albumin (Sigma Chemical Company). Spleens were then homogenized and splenocytes were
re-suspended in RPMI 1640 tissue culture medium (Lifes Technologies, Grand Island, NY)
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supplemented with 2% normal mouse serum (Cedarlane Laboratories, Ontario, Canads),
penicillin-streptomyvcin solution (final concentration of 1000 U/m! and 1 mg/ml respectively;
Sigma Chemical Company), and 5 x 10™ M p-mercaptoethanol (Sigma Chemical Compeny).

BALB/c mice (o=10/group) were immunized with 1 g hepatitis B surface antigen
(HBsAg) sub type ad (International Enzymes, CA) alone or in combination with 1-100 pg
CpG ODN 2006, 608, 611, 618 or CpG ODN 620. Animals were bled and boosted at 4
weeks post-primary immunization. At 2 weeks post boost, 5 animals from each group were
cuthanized and spleens removed for CTL assays.

Antibodies (total IgG, IgG1 and IgG2a) specific to HBsAg (anti-HBs) were detected
end quantified by endpoint dilution ELISA assay, which was performed in triplicate on
samples from individual animals. End-point titers were defined as the highest plasma
dilution that resulted in an absorbance value (OD 450) two times greater than that of non-
immune plasma with a cut-off value of 0.05. These were reported as group mean titers
(GMT) £ SEM.

CTL assays were conducted according to standard menner. Briefly, spleens were
removed at 4 weeks post immunization end homogenized into single-cell suspension in RPMI
1640 tissus culture medium (Life Teckmologies, Grand Islend, N'Y) supplemented with 10%
fetal bovine serum (Life Technologies), penicillin-streptomycin solution (final concentration
of 1000 U/ml and 1 mg/ml respectively; Sigme, Irvine, UK), and 5x10™ M B-
mercaptoethanol (Sigms) (Complete RPMI 1640). HBsAg-specific lymphocytes in
splenocyte suspensions (3 x 10° cells/ml) were re-stimulated for 5 days by incubating with a
murine cell line (p815-8) expressing HBsAg. Following re-stimulation, the potential of the
lymphocytes to kill cells expressing HBsAg was determined by using *'Cr releaso assay. The
results are presented as % specific lysis at different effector:target (E:T) ratios.

Results. Representative results are shown in FIG. 4-6. As shown in FIG. 4, total IgG
titers for ODN 2006 and ODN 620 were dosc-dependent and found to be ca. 5 x 10° and 6.5 x
10%, respectively, at ODN dose of 1 pg. Total IgG titers for ODN 2006 and ODN 620 were
found to be ca. 1x 10* at ODN dose of 100 pg. As shown in FIG. §, ODN 2006 and ODN
620 both significantly boosted IgG2a (Thi-like IgG in mice) compared to non-CpG control
ODN 2137 (TGCTGCTTTTGTGCTTTTGTGCTT; SEQ ID NO:60). Specifically, IgG2a
titers for ODN 2006, 620, and 2137, each administered in doses of 10 pg, were ca. 3 x 10°,

6 x 10°, and 3 x 10?, respectively. As shown in FIG. 6, CTL activity at an E:T ratio of 100:1
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for ODN 2006 and 620 was significantly greater than control at administered doses of 10 end
100 pg. For example, percent specific Lyais for ODN 2006, 260, and 2137, each administered
in a dose of 10 ug, was ca. 26%, 24%, and 12%.

Taken together, the results of these experiments demonstrate that C-Class ODN
analogs of the invention effectively induce antigen-specific immune responses in vivo.

Example 5
C-Class ODN Analogs Improve Survival and Reduce Tumor Volume In a Tumor Model
In Vivo
In this series of experiments, C-class ODN analogs of the invention were tested in
vivo in a murine neuroblastoma model. C-class ODN enalogs of the invention were found to
improve dramstically both overall survival and tumor burden.
ODN were obtained as in Example 1.
BALB/c mice were obtained as in Example 4. (:@
BALB/c mice were imjected subcutancously (s.c.) into the left flank on day 0 with
1x10° neuroblastoma (Neuro-2a) cells (e.g., ATCC CCL-131, American Type Culture
Collection, Manassas, VA). Mice were given s.c. injections of PBS, CpG 2006, CpG 620, or
non-CpG control ODN 2137 daily from day 10-25. Percent survival and tumor volume were
measured.
Results. Repregentative results are shown in FIG. 7. As shown in FIG. 7A, mice
treated with 100 ug ODN 620 bad a 50% survival rate at 80 days, as compared with
corresporling survival rates of 0-20% for ODN 2006, ODN 2137, or PBS. Furthermore, as
shown in FIG. 7B, mice treated with 100 pg ODN 620 had a tomor volume that peaked at
about 1000 mm”® on day 28 and declined to 0 mm’ by 38 days. By comparison, mice treated _
with ODN 2137 or PBS had more rapid, monotonic tumor growth. D
Taken together, the results of these experiments demonstrate that C-Class ODN
analogs of the invention effectively improve survival and reduce tumor volume in & tumor
model in vivo.



— e %

-61-

Example 6
Tissue Metabolism and Distribution of C-Class ODN Analogs

Adsorption/distribution studies with C-class ODN analogs of the invention showed
favorable metabolism and clearance from organs such as the kidney and liver after
subcutaneous treatment of mice.

Mice were divided into groups of 5 and each mouse was administered 250 pg of ODN
in a single subcutaneous dose on day 0. At various time points, the organs (liver, kidneys and
spleen) were been removed and the oligonucleotide and its metabolites were extracted for
quantification of content. '

Results. The ODNs of this invention (e.g., 611 and 620) showed less accumulation in
organs as compared to the known fully phosphorothioate palindromic ODNs, such as 2429.
For example, on day 3, kidney levels of ODN 611, 620, and 2429 were ca. 70+ 28, 30+ 18,
and 90 + 10 mg/kg, respectively. Likewise on day 3, liver levels of ODN 611, 620, and 2429
were ca. 454 15, 28 % 12, and 150 = 15 mg/kg, respectively.

Taken as a whole, these results demonstrate that C-class ODN analogs of the
invention have favorable metabolism and clearance from organs where ODN might otherwise
accumulate,

Example 7
Physical Characteristics of C-Class ODN Andlogs
In this set of experiments ODN 2429, 611, 620, 608:
(T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C_G*G*C_G*C*G*C_G*C*C*G; SEQ ID NO:51), and 618
(T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C_G*G*C*G*G*C*C_G*C*C*G; SEQ ID NO:53) were
chamacterized using size exclusion chromatogrephy, capillary get electrophoresis (CGE), UV
thermal denaturation, and high pressure liquid chromatography (HPLC). When ODN 611
and ODN 620 were investigated by size exclusion chromatography (225 uM in PBS), only
one peak was observed for each compound, i.e., each oligonucleotide eluted like 4 monomer.
In contrast, when ODN 608 and 618 (sach containing palindramic sequence) were
investigated by size exclusion chromatography, two peaks were observed for each
oligonucleotide, consistent with the presence of an intermolecular dimer in addition to the
monomer. However, UV thermal denaturation studies indicated that ODN 611 and ODN 620
had a secondary structure in solution, consistent with an intramolecular hairpin structure.
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The hairpin structure is belioved to result from the inverted repeat in the 611 and 620
sequences. Generally sharper peaks were observed in HPLC and CGE for these sequences as
compared to ODN 2429 and ODN 608.

Taken as a whole, these results demonstrate that C-class ODN enalogs of the
invention tend to form intremolecular secondary structures and do not form intermolecular
complexes in vitro at the concentration examined, whereas palindrome-containing C-class
ODN tend to associate into complexes through intermolecular interactions. In vivo, however,
it is likely that concentrations of ODN attained in the intraendosomal compariment are
sufficiently high to favor duplex or even higher-order complexes of ODN, including duplex
or even higher-order complexes of C-class ODN analogs of the invention.

EQUIVALENTS
The foregoing written specification is considered to be sufficient to enable one skilled (:fé)
in the art to practice the invention. Various modifications of the invention in addition to
those shown and described herein will become apparent to those skilled in the art from the
foregoing description and fall within the scope of the appended claims. The advantages and
objects of the invention are not necessarily encompassed by each embodiment of the .
. .

All references, patents, and patent publications cited herein are incorporated in their
entirety herein by reference.

We claim:
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1. A composition comprising an immimostimulatory nucleic acid molecule of Formula I

Zy [(aY1R1) N (Xz2YaRak Zop (S1)g N (No)....(N2)(N1) Sz (N1a)Naw)...(Nww) Z3 (Formula I)

‘wherein

cach of Z;, Z,, and Z; is independently any sequence 0 to 12 nucleotides long which
optionally comprises a non-nucleotidic linker or abasic dSpacer;

each of X, and X; is indspendently a nucleotide containing thymine, uracil, adenine,
or a 5-substituted uracil;

each of Y) and Y3 is independently a cytosine (C) or a modified cytosine;

each of R, and R; is independently a guanine (G) or a modified guanine;

each of N and N' is independently any sequence 0 to 12 nucleotides long which
optionally comprises a non-nucleotidic linker or abasic dSpacer;

S, is a non-nucleotidic linker, an abasic linker (dSpacers), trie&:ylenel glycol units or
hexaethylene glycol units, which optionally provides for 2'5'-, 5'5'-, 3'3'-, 22", or 2'3'-
intermucleoside linknges;

S, is any non-palindromic sequence 1 to 10 nucleotides long or a non-nucleotidic
linker, an abesic linker (dSpacars), triethylene glycol units or hexacthylene glycol units;

cach of Ni, Ng, ... Ny, and Nig, N, ... N is any nucleotide or modified nucleotide
‘wherein N base-pairs with Nz, N2 base-pairs with N, ... and N, base-pairs with Nos;

k is an integer from 0 to 5;

n is an integer from 2 to 16; -

p is an integer from 1 to 6; end

q is an integer from 0 to 10,
and wherein when (Np)...(N2)(N1) 82 (N1#)(Naw). ..(N;a) s 10 to 42 nucleotides long, S, is 4
to 10 nucleotides long, S; comprises a non-nucleotidic linker, an abasic linker (dSpacers),
triethylene glycol units or hexasthylene glycol units, and/or (N,)...(N2)(N1) S
(N12)(N2p)...(Nw) has a GC content that is less than 2/3.
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2. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein each of Nj, N, ...
Ny, eand Njy, Noa, ... N is chosen from C, G, or modifications thereof, and wherein C base-
pairs with G.

3. The immunostimulatory nuéleic acid molecule of claim 1, wherein each of Ny, Ny, ....
N;, and Nia, Noa, ... N is chosen from T, A, or modifications thereof, and wherein T base-
pairs with A.

4, The immunostimulatory nucleic acid molecule of ¢laim 1, wherein each of Ny, Ny, ....
N, and Nys, Nag, ... N is chosen from C, T, A, G, or modifications thereof, and wherein C
base-pairs with G, T base-pairs with G, A base-pairs with T, and A base-pairs with G.

5. The immmunostimulstory mcleic acid molecule of claim 1, wherein each of Ny, Ny, ... _
Na, and Nis, Nas, ... Na is chosen from unmadified or modified mucleotides which form CD.
Watson-Crick base pairs.

6. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein at least one of each
of Nj, N, .... Np, and Njp, Nag, ... Naa is chosen from unmodified or modified mcleotides
which form non-Watson-Crick base pairs.

7. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, further comprising a
partially stabilized backbone with at least one phosphodiester bond.

8. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, further comprising a
backbone with at least one stabilized intermucleotide linkage. (D

9. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein internucleotide
linkages of the oligomucleotide are all phosphorothioate linkages.
10. The immmostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, further comprising a

partially stabilized backbone with a phosphodiester bond joining at least one of Y)R; or
YaRa.
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11.  The immunostimulatory pucleic acid molecule of claim 1, wherein Y; is C.
12.  The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein R, is G.

13. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein Y, is C and R, is
G.

14, The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1 wherein X; or X;is T.

15. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein X; is T, X3 is T,
Y1isC,R;isG,and kis 1.

16. The immunostimulatory nucleic acid molecule of cleim 1, wherein X; is T, Xz is T,
Y:isC,R,i8G, kis 1, pis 1, N and N' and Z; each contain zero nucleotides, and Z; is TTTT
or dUUUU).

17.  The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein S, is # non- -
nucleotidic linker.

18. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein S; contains at least
one abasic dSpacer residue,

19.  The immmostimulatory mcleic acid molecule of claim 1, wherein the
oliganucleotide includes at loast one branched non-pucleoside linkage.

20. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, further comprising at least
one doubler unit, at least one trebler unit, or at least one doubler unit and at least one trebler

unit.

21.  The immmostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein S, is a doubler unit
or a trebler unit.
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22.  The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein the
oligonucleatide comprises at least one 2'5'-, 5'5%-, 3'3'-, 2'2-, or 2"3'- internucleoside linkage.

23.  Animmumostimulatory nucleic acid molecule of Formula ITI

(Z)m Z3 (S3) (Formula IIT)

wherein
Z'i8 Z, [(X;Y1Rq) N (XaYzRak Za]p (S1)q N° (N). - .. (N3)N2X(N;) Sz (N1a)(Naa)Naa). . (Nua);

cach of Z,, Z,, end Z, is independently any sequence 0 to 12 mucleotides long which
optionaily comprises a non-nucleotidic linker or abasic dSpacer;

cach of X; and Xj is independently a nucleotide containing thymine, uracil, adenine,
or a 5-substituted uracil; @

each of Y, and Y; is independently a cytosine or a modified cytoaine;

each of R, and R is independently a guanine or a modified guanine;

each of N and N’ is independently any sequence 0 to 12 nucleotides long which
optionally comprises a non-nucleotidic linker or abasic dSpacer; )

S, is a non-nucleotidic linker, an abasic linker (dSpacers), tricthylene glycol units or
hexaethylene glycol units, which optionally provides for 2'5'-, 5'5'-, 3'3"-, 2'2"-, or 23"-
internucleoside linkages;

S, is any non-palindromic sequence 1 to 10 nucleotides long or e non-nuclectidic
linker, an abasic linker (dSpacers), triethylene glycol units or hexaethylene glycol units;

S, is a direct or indirect 2'5"-, 5'5'-, 3'3"-, 2"2'-, or 23" internucleoside linkage, or & .
non-nucleotidic linker, said non-mucleotidic linker comprising abasic linkers (dSpacers), ¢0)
tricthylene glycol units, or hexaethylene glycol units facilitating a 2'5'-, 5'5"-, 3'3'-, 2°2-, or
2'3'- linkage of m sequence parts;

each of Nj, Ny, .... Np, and Nyg, Ny, ... Ny is any mucleotide or modified nucleotide
wherein N, basc-pairs with Ny, N2 base-peirs with N2y, N base-pairs with Ny, ... snd N,
base-pairs with Nus;

k is an integer from 0 to 5;

m is an integer from 2 to 10;
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n is an integer from 2 to 16;
p is an integer from 1 to 6; and
q is an integer from 0 to 10.

24. A composition comprising an immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1 or
claim 23, wherein Z; [(X;Y1R1) N (X3Y2Ra)k Za]p (S1)q is 2 non-palindromic sequence.

25. A composition comprising an immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1 or
claim 23, wherein Z; [ (X;Y1R1) N (X2Y2Rak Za)p (S1)q is8 TCGTCGTTTT (SEQ ID NO:40),
TCGTCGTTLL, TCGA, TCGAC, TCGACGTC, or TCGACGTCG, wherein L is dSpacer.

26. A composition comprising an immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1 or
claim 23, wherein Z; [(X,Y1R1) N (X;YaRa)x Zop (1), is @ palindromic sequence.

27.  The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1 or claim 23, wherein
Z) [(X1Y1R1) N (X2 YaRak Zz]p (S1), is TCGACGTCGA (SEQ ID NO:19) or
TCGTCGACGA (SEQ ID NO:34).

28.  The immumostimulatory ucleic acid molecule of claim 1 or claim 23, wherein
Z; [CGY1R1) N (XaYaRao)k Za]p (Si)q is TCGCGACGTT (SEQ ID NO:26) or
TCGCGTCGTT (SEQ ID NO:69).

29. The imommostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein
(No)...(N2)(N1) 82 (N19)(Nas). . .(Noy) Zs comprises a sequence
AGCGAAQGCT,

CAATATTTATTG (SEQ ID NO:1),

CCGTTTTGTGG (SEQ ID NO:2),

CGGCGCCATGCCG (SEQ ID NO:19),

CGGCGCCGTTGCCG (SEQ ID NO:34),

CGGCGLLCGCCG (SEQ ID NO:S),

CGGCGLLLTGCCG (SEQ ID NO:6),

CGGCAALLCCGCCG (SEQ IDNO:T),
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CGGCGTCGCCGCCG (SEQ ID NO:8),
CGTCGACGGGACGAGQG (SEQ ID NO:10),
CGTCGACGTGACGGG (SEQ ID NO:11),
OGAGAGTTGGGCTCTC (SEQ ID NO:12),
GTCGAGGAGGT (SEQ ID NO:14),
TAATALLTATTA (SEQ ID NO:15),
TAATATCCATTA (SEQ ID NO:16), or
TAATATITATTA (SEQ ID NO:17),
wherein L is dSpacer.

30. The immunostimuletory nucleic acid molecule of claim 1, wherein

(No)-.-QNIOND) 82 (N14)(Nas). . (Nos) comprises & sequence GGCGCGCTGCCG (SEQID

NO:13). ' O
3L The immumnostimulatory nucleic acid molécule of claim 1, comprising a sequence
TCGACGTCGACCGTTTTGTGG (SEQ ID NO:20),

TCGACGTCGACGGGACGGG (SEQ ID NO:21),

TCGACGTCGACGTGACGGG (SEQ ID NO:22),

TCGACGTCGAGAQTTGGGCTCTC (SEQ ID NO:23),

TCGACGTCGAGCGAAGCT (SEQ ID NO:24), or

TCGACGTCGAGGAGGT (SEQ ID NO:25).

32. The immunostimulatory mucleic acid molecule of claim 1, comprising a sequence
TCGTCGTTLLACGGCGCCGTGCCG (SEQ ID NO:37),

TCGTCGTTLLACGACGLLLTGCCG (SEQ ID NO:38),
TCGTCGTTLLCGGCGCGACGCCA (SEQ ID NO:39),

TCGTCGTTTTACGGCGCCGTTGCCG (SEQ ID NO:44),

TCGTCGTTTTACGGCGLLLTGCCG (SEQ ID NO:4S5),

TCGTCGTTTTACGGCGTTTTGCCG (SEQ ID NO:49),

TCGTCGTTTTCAATATTTATTG (SEQ ID NO:50),

TCGTCGTTTTCGGCGLLCGCCG (SEQ ID NO:52),

TCGTCGTTTTCGGCGGLLCCGCCE (SEQ ID NO:54),
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TCGTCGTTTTCGGCGTCGCCGCCG (SEQ ID NO:55),

TCGTCGTTTTTAATALLTATTA (SEQ ID NO:57),

TCGTCGTTTTTAATATCCATTA (SEQ ID NO:58), or

TCGTCGTTTTTAATATITATTA (SEQ ID NO:59),

wherein L is dSpacer.

33,  The immunostimulatory pucleic acid molecule of claim 1, comprising a sequence
TCGCGTCGTTCGACGCGCTGCCG (SEQ ID NO:30).

34.  The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, comprising a sequence
TCGCGACGTTCAGCGCGCTGCCA (SEQ ID NO:27).

35. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, comprising a sequence
chosen from

T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*"C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43),
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*Q*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*Q*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:42),
T*C*G*T*C**C*T*T*T*G*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:36);
T*C*G*T*C*G*C*C*C*G*G*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:35),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:44),
T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*C*C*Q*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:37),
T"‘C"G"'T'C"G""I“"I"'I""I""A"C"‘G‘G‘C‘G‘L‘L‘L‘T;G'C*C‘G (SEQ ID NO:45),
T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:38),
T*C*Q*T*C*Q*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*"L*L*C*C*G*C*C*G (SEQ ID NO:54),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*T*C*G*C*C*G*C*C*qQ (SEQ ID NO:55),
T*C*G*T*C*G*T*T*L *L*C*G*G*C*G*C*G*G*C*G*C*C*G (SEQ ID NO:39),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*L*L*C*G*C*C*G (SEQ ID NO:52),
T*C*Q* T*C*G*T*T*T*T*T*A*A*T*A*T*T*T*A*T*T* A (SEQ ID NO:59),
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*T*A*A*T*A*T*T*T*A*T*T*A (SEQ ID NO:59),

T*C* G*T*C_G*T*T*T*T*C*ATA*T*A*T*T*T*A*T*T*G (SEQ ID NO:50),
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*TTA*A*T*A*T*C*C*A*T*T* A (SEQ ID NO:58),
T*C*A*T*C*G*T*T*T*T*TTA*A*T*AL*L*T*A*T*T*A (SEQ ID NO:57),
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T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*L*L*L*"T*G*C*C*G (SEQ ID NO:45),
T*C*G*T*C_G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*L*"L*L*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:38), and
T*'C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*L*L*C*C*G*C*C*G (SEQ ID NO:54),
wherein L is dSpacer, * is phosphorothioate, and _ is phosphodiester,

36. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, comprising a sequence
chosen from

T*C*G*A*C*G*T*C*G_A_C*G*G*G*A*C*G*G*G (SEQ ID NO:21),
T*C*G*A*C*'G*T*C*G_A_C*G*T*G*A*C*G*G*G (SEQ ID NO:22),
T*C*G*A*C*Q*T*C*G*A*C*G*G*G*A*C*G*(*G (SEQ ID NO:21),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*G*G*A*G*G*T (SEQ ID NO:25),
T*C*Q*A*C*G*T*C*G*A*G*C*G*A*A*G*C*T (SEQ ID NO:24),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*C*G*T*T*T*T*G*T*G*G (SEQ ID NO:20), and
T*C*G*A*C*Q*T*C*G*A*G*A*G* T*T*G*G*G*C*T*C*T*C (SEQ ID NO:23),
wherein * is phosphorothioate and _ is phosphodiestar.

37.  The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, comprising a sequence
chosen from - .
T*C*G*A*C*G*T*C*'G*A*C*G*T*G*A*C*G*T*G (SEQ ID NO:62),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G*A*C*G (SEQ ID NO:61),
T*C_G*T*C_G*A*C_G*T*T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:65),
T*C*G*T*C_G*T*A*C_G*G*C*Q*C*C_0G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:66),
T*C*G*T*C_G*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:67),
THC*GPA*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G* A*C*G* T*T (SEQ ID NO:63),
T*C*Q*T*C_G*A*C_G*A*T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SBQ ID NO:64),
T*C*G*T*C*G*A*C*G*A_T_C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:64),
T*C*G*A*C_G*T*C*G*A*C_G*T*G*A*C*G*T*T (SEQ ID NO:63),
T*C*G*A*C_G*T*C*G*A*C*G*T_Q*A*C*G*T*T (SEQ ID NO:63), and
T*C*G*T*C_G*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G*T (SEQ ID NO:68),
wherein * is phosphorothioate and _ is phosphodiester.

FRCREETRRNEARY | - WS- W TETRE WY



WO 2005/042018 PCT/US2004/036240
-7-

38. The immunostimulsatory nucleic acid molecule of claim 1, comprising a sequence
chosen from :
T*C*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G (SEQ ID N0:30),
T*C*G_C*G*T*C*G*'T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:30), and
T*C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*'T*G*C*C*Q (SEQ ID NO:30),
wherein * is phosphorothioate and _ is phosphodiester.

39.  The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, comprising a sequence
T*C*G*C_G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:27),
wherein * is phosphorothioate and _ is phosphodiester.

40. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, comprising a sequence
chosen from

T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:48),
T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*G*C*C*G (SEQ ID NO:47), and
T*C_G*T*'C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*C (SEQ ID NO:46),

wherein * is-phosphorothioate end __ is phosphodiester.

41. The immunostimulatory mcleic acid molecule of claim 1, comprising 8 & sequence
T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*'G*G*C*G*T*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:48),
wherein * is phosphorothioate and __ is phosphodiester.

42. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 1, wherein at least one
nucleotide in the oligonucleotide is a substituted or modified purine or pyrimidine,

43. The immunostimulatory oucleic acid molecule of claim 42, wherein the substituted
pyrimidine is a C5- or C6-substituted pyrimidine,

44. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 42, whercin the substituted
purine is a C8- or C7-substituted purine.
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45.  The immumostimulstory nucleic acid molecule of claim 42, wherein the substituted or
modified purine or pyrimidine is selected from the group consisting of 5-substitited
cytosines, 6-substituted cytosines, N4-substituted cytosines, 5-aza-cytosine, 2-mercapto~
cytosine, isocytosins, pseudo-isocytosine, cytosine analogs with condensed ring systems, and
uracil derivatives, thymine derivatives, 7-deazaguanine, 7-deaza-7-substituted guanine,
7-deaza-8-substituted guanine, 7-deaza-8-aza guanine, hypoxanthine, N2-substituted
guanines, 5-umino-3-methirl—3ﬂ,6H—ﬂ:imlo[4,5—d]pyﬁmidine—2,7—dione, 2,6-diaminopurine,

2-aminopurine, purine, indole, substituted adenines, 8-substituted guanine, and 6-thioguanine.

46. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 42, wherein the substituted or
modified purine or pyrimidine is selected from the group consisting of S-methyl-cytosine, 5-
fluoro-cytosine, S-chloro-cytosine, 5-bromo-cytosine, S-iodo-cytosine, S-hrydroxy-cytosine,
6-hydroxy-cytosine, S-hydroxymethyl-cytosine, 5-difluoromethyl-cytosine, and unsubstituted
r substituted 5-alkynyl-cytosine, N4-ethyl-cytosine, N,N'-propylene cytogine, phenoxazine,
S-fluoro-uracil, S-bromo-uracil, 5-bromovinyl-uracil, 4-thio-uracil, 5-hydroxy-uracil, 5-
propynyl-uracil, 2-thiothymine, 4-thiothymine, 6-substituted thymines,
7-deaza-7-{C2-C6)alkynylguanine, N2-mothyl-guanine, N6-methyl-adenine, 8-oxo-adenine,
8-hydroxyguanine, and 8-bromoguanine. '

47. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 42, wherein the substituted or
modified purine or pyrimidine is selected from the group consisting of a universal base, an
aromatic ring system, an aromatic ring system, and a hydrogen atom (dSpacer).

48.  The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 42, wherein the substituted or
modified purine or pyrimidine is selected from the group consisting of 4-methyl-indole, 5-
nitro-indole, 3-nitropyrrole, P-base, and K-base, benzimidazole, dichloro-benzimidazole, 1-
methyl-1H-[1,2,4]triazole-3-carboxylic acid amide, fluorobenzene, and difluvorobenzene.

49, The immunostimulstory nucleic acid molecule of claim I, wherein any of N, S, X, or
Z is substituted by a residue selected from the group consisting of C6-C30 alkyl chain, bile
acids, cholic acid, taurocholic acid, deoxycholate, cholesterol, oleyl litocholic acid, oleoyl
cholenic acid, glycolipids, phospholipids, sphingolipids, isoprenoids, steroids, vitamins,

CO
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vitamin E, ssturated fistty acids, unsaturated fatty acids, fatty acid esters, triglycerides,
pyrenes, porphyrins, Texaphyrine, adamantane, acridines, biotin, coumarin, fluorescein,
rhodamine, Texas-Red, digoxygenin, dimethoxytrityl, t-butyldimethyisilyl, ¢
butyldiphenylsilyl, cyanine dyes, cyenine dye Cy3, cyanins dye Cy576, Hoechst 33258 dye,
psoralen, end ibuprofen.

50. Animmunostimulatory nucleic acid molecule comprising

(a) 8 5' end beginning with an immunostimulatory motif chosen from (TCQ),N and
RDCGYYaN, wherein T is thymine, C is unmethylated cytosine, G is guanine, R is a plirins,
D is not C, each of Y; and Y; independently is a pyrimidine, n is an integer between 1 and 4,
inclusive, and N is any sequence 0-12 bases long;

(b) a 3' end terminating in an inverted repeat capable of forming a hairpin or stem-
loop structure, said siructure comprising

a GC-rich stem 2 to 6 consecutive base pairs long, and

at jeast one ynmatched or mismatched base; and

(c) a partially stabilized backbone comprising at least one phosphodiester 5'-CpG-3°
linkage.

51.  The immunostinulatory mucleic acid molecul of ciaim 50, wherein the GC-rich stem
iz 2 consecutive base pairx long. '

52. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 50, wherein the GC-rich stem
is 3 consecutive base pairs long.

53.  The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 50, wherein the GC-rich stem
is 4 consccutive base pairs long.

54, The immumostimulatory nucleic acid molecnle of claim 50, wherein the GC-rich stem
ia 5 consecutive base pairs long.

s5. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 50, wherein the GC-rich stem
is 6 consecutive base pairs long.
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56. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 50, wherein the GC-rich stem
comprises at least 2 G-C base pairs.

57. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 50, wherein the GC-rich stem
comprises at least 3 G-C base pairs.

58. ' The immunostimulatory nucleic acid molecule of any one of claims 50-57, wherein
the at least one unmstched or mismatched base is T.

59. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 50, wherein the partially

comprises a plurality of phosphorothioate internucleotide linknges. :
60. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 50, wherein the 5' end has a
sequence provided as TCGTCGTTTTA (SEQ ID NO:41).

61. The immunostimulatory nucleie acid molecule of claim 50, wherein the 3’ end *
terminating in an inverted repeat has a base sequence provided as CGGCGCCGTGCCG
(SEQ ID NO:19).

62. The immunostimulatory nucleic acid molecule of claim 50, wherein the 3’ end
terminating in an inverted repeat has a base sequence provided as CGOCGTCGTGCCG
(SEQ ID NO:9).

63. Animmunostimulatory nucleic acid having a base sequence provided as -t
TCOGTCGTTTTACGGCGCCGTGCCA (SEQ ID NO:43).

64. Animmunostimulatory mucleic acid having & base sequence provided as
TCGTCGTTTTACGGCATCATGCCG (SEQ ID NO:48).
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65. Animmunostimulatory mcleic acid having a base sequence provided as
T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43),
wherein * represents phosphorothioate internucleotide linkage and _ represents
phosphodiester intemucleotide linkage.,

66. An immunostimulatory mucleic acid having a base sequence provided as
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43),
wherein * represents phosphorothioate internncleotide linkage and _ represents

67. Animmunostimulatory nucleic acid having & base sequence provided a8
T*C*GPT'C*AT'T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43),
wherein * represents phosphorothioate internucleotide linkage and _ represents

68. An immunostimulatory mucleic acid having a base sequence provided as
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (SEQ ID NO:43),
wherein * represents phosphorothioate internucleotide linkage and _ represents
phosphodiester internucleotide linkage.

69. A vaccine comprising an immunostimulatory nucleic acid molecule of any one of
claims 1-68 and an antigen.

70. A pharmaceutical composition comprising an immunostimulatory nucleic scid
molecule of any one of claims 1-68 and a pharmaceutically acceptable carrier.

71. A method for inducing type I interferon (IFN) expression, comprising
contacting a cell capable of expressing type I IFN with an immunostimulatory nucleic
acid of any one of claims 1-68, in an effective amount to induce axpression of type I IFN.

72.  The method of claim 71, wherein the type I IFN is an interferon alpha (IFN-a).
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73. A method for inducing gamma interferon (IFN-y) expression, comprising
comtacting a cell capable of expressing IFN-y with an immunostimulatory nucleic acid
of any one of claims 1-68, in an effective amount to induce expression of IFN-y.

74. A method for activating a natural killer (NK) cell, comprising
contacting an NK cell with an immunostimulatory nucleic acid of eny one of claims
1-68, in an effective amount to activate the NK cell.

75. A method for treating an infection, comprising

administering to a subject having or at risk of developing an infection an
immunostimulatory nucleic acid of any one of claims 1-68, in an effective amount to treat or
prevent the infection.

76. The method of claim 75, wherein the subject has or is at risk of developing an w
infection chosen from a viral, bacterial, fungal or parasitic infection.

77.  The method of claim 75, wherein the subject has or is at risk of developing a viral
infection with-a virus chosen from bepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV), '
cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr virus (EBV), papillomavirus, human
immunodeficiency virns (HIV), or herpes simplex virus (HSV).

78.  The method of claim 75, wherein the subject has or is at risk of developing a bacterial
infection with a species of bacterium chosen from Leishmania, Listeria, or Anthrax.

79. A method for treating an allergic candition, comprising &)
administering to a subject having or at risk of developing an allergic condition an

immunostimulatory nucleic acid of any one of claims 1-68, in an effective amoumt to treat or

prevent the allergic condition. .

80.  The method of claim 79, wherein the allergic condition is allergic asthma.

81. A method for treating cancer, comprising

"
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administering to a subject having or at risk of developing a cancer an
immunostimulatory nucleic acid of eny one of claims 1-68, in an effective amount to treat or
prevent the cancer.

82.  The method of claim 81, wherein the cancer is chosen from basal cell carcinoma,
biliary tract cancer, bladder cancer, bone cancer, brain and central nervous system cancer,
breast cancer, cervical cancer, choriocarcinoma, colon and rechumn cancer, connective tissue
cancer, cancer of the digestive system, endometrial cancer, esophageal cancer, eye cancer,
cancer of the head and neck, gastric cancer, intre-epithelial neoplasm, kidney cancer, larynx
cancer, leukemis, liver cancer, lung cancer, lymphoma including Hodgkin's and non-
Hodgkin's lymphoma, melanoma, myeloma, neuroblastoma, oral cavity cancer, ovarian
cancer, pancreatic cancer, prostate cancer, retinoblastoma, thabdomyosarcoma, rectal cancer,
renal cancer, cancer of the respiratory system, sarcoma, skin cancer, stomach cancer,
mﬁaularm.thymidm.“hem.wﬁroﬂheminnyayﬂun.moﬂm
carcinomas and sarcomas.

83.  The method of claim 8], wherein the cancer is a cancer sensitive to treatment with
interferon alpha (IFN-x). ) *

84. The method of claim 83, wherein the cancer sensitive to treatment with IFN-a is
chosen from hairy cell leukemia, chronic myelogenous leukemia, cutaneous T-cell leukemia,
multiple myeloma, follicular lymphoms, malignant melanoma, squamous cell carcinoma,
AIDS-related Kaposi’s sarcoma, renal cell carcinome, prostate carcinoms, cervical dysplasia,
or colon carcinoma,

85.  Use of an immunostimulatory nucleic acid of any one of claims 1-68 for manufacture
of a medicament for use in treatment of an infection.

86. Use of an immunostimulatory nucleic acid of any one of claims 1-68 for manufacture
of a medicament for use in treatment of an allergic condition.
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84.  Use of an immmostimnlatory nucleic acid of any one of claims 1-68 for manufacture
of a medicament for use in treatment of allergic asthma.

85.  Use of an immunostimulatory nucleic acid of any one of claims 1-68 for manufacture
of a medicament for use in treatment of a cancer.
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Synthetic oligonucleotide
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

modified base
(7)..(8) .
abasic nucleotide

misc feature
{7}..(8)
nisa, c, g,ort

7

cggeggnnce gecg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4 00>

8

14

DNA

Artificial seguence

Synthetic oligonucleotide
]

cggcgtegee gecg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

13

DNA

Artificial sequence

Syntheétlc oligonuclectide

cggegtegtg ceg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10

15

DNA

Artificial segusnce

Synthetic oligonucleotide
10

cgtcgacggg Boggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

11

15

DNA

Artificisl sequence

Synthetic oligonucleotide
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<400>

11

cgtcgacgtg acggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12

15

DNA

Artificial sequence

Synthetic oligonucleotide
12

gagagttggg ctcte

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<400>

13

12

DNA

Artificial sequence

Synthetic oligonucleotide

13

ggcgegetge cg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<4q0>

14

11

DNA

Artificial sequence

Bynthetic oligonuclectide

14

gtegaggagg t

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

15

12

DNA

Artificial sequence

Bynthetic oligonucleotide

modified base
(6)..{T)
abasic nucleotide

misc_ feature
(6)..(7)
nisa, ¢, g, ort
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<400>

15

taatanntat ta.

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

12

DNA

Artificial sequence

Synthetic oligonucleotide

16

taatateccat ta

<210>
<211>
<212>
<213>

<éﬁ0>
<223>

<400>

17

12

DNA

Artificial sequence

Synthetiec oligonucleotide
17

taatatttat ta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

20

DNA

Artificial sequence

Synthetic oligonucleotlde

18

tceaggactt ctctecaggtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19

10

DNA

Artificial sequenca

Synthetic oligonucleotidas

19

tcgacgtoga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

20

21

DMA

Artificial sequence
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<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 20
tcgacgtega cogttttgtg g

<210> 21

<211> 19

<212> DNA

€213> Artificial sequence

<220>
<223> Syntheatic oligonucleotide

<400> 21
tcgacgtcga cgggacggg

<210> 22

<211> 19

<212> DNA

<213> MArtificlal sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 22
tegacgtega egtgacggg

<210> 23

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial asquence

<220> -
<223> Synthetic oligonucleotides

<400> 23
tcgacgtcga gagttggget cte

<210> 24

<211> 18

<212> DRA

<213> MArtificial seguence

<220>
<223> S8ynthetic oligonucleotide

<400> 24
tcgacgtega gegaaget

<210> 25

<211> 16

<212> DNA

<213> Artificial sequence
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<220>
<223> 8ynthetic oligonuclectide

<400> 25
tcgacgtcga ggaggt

<210> 26

<211> 10

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 26
tcgegacgtt

<210> 27

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial seaquence

<220>
<223> S8ynthetic oligonucleotide

<400> 27
tcgegacgtt cggegegetg ceg

<210> 28

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetlc oligonucleotide

<400> 28
tegegacgtt cggegegtceg ceg

<210> 29

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificisl sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 29
tcgegacgtt cggeggeteg ccg

<210> 230

<211> 23

«€212> DNA

<213> Artificial sequence
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<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 30
tegegtegtt cggegegetg ceg

<210> 31

<211> 23

.€212> DNA

<213> Artificial sequence

<220> r
<223> Synthetic oligonucleotids

<400> 31
tegegtegtt cggegegteg cog

<210> 32

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotids

<400> 32
tegegtogtt cggeggeteg ccg

<210> 33

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial segquence

<220>
<223> 8Synthetic oligonucleotide

<400> 33
teggegeegt geoegtegteg ttt

<210> 34

<211> 10

<212> DRA )

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 34
tegtegacga

<210> 35
<211> 24
<212> DNA
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<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial seguence

Synthetic oligonucleotide
35

tcgtcocgeceg gegacgecgt geeg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

a6

24

DNA

Artificial sequence

Synthetic oligonucleotide
36

tcgtegettt gegacgecgt gecg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
T €223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

37

24

DNA

Artificial sequence
Synthetic oligonucleotide
modified base

(9)..(10)

abasic nucleotide

misc feature

{9)..(10)
nisa, e, g, ort

37

tegtcgttnn acggegeegt geeg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

38

24

DRA

Artificial sequence

Synthetic oligonucleotide

modified base
{9)..{10)
abasic nucleotide
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<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

misc feature
{9)..(10)
nisa, ¢, g, ot

modified base
(17)..{19)
abasic nucleotide

misc_feature
(17)..{19)
nisae, c, g, or t

38

tcgtcgtitnn acggegnnnt gccg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

39

23

DNA

Artificial sequence

Synthetic oligonucleotide

modified base
(9)..(10)
abasic nucleotide

misc_feature
(9) .. (10)
nisa c, g, ort
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tegtegttnn cggegeggeg ccg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40

10
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Artificial se1uenca

Synthetic oligonucleotide
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
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Artificial sequence
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<223> Synthetic oligonucleotide

<400> (1
tegtegtttt a

<210> 42

<211> 24~

<212> DNA
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<220>
<223> Synthetic oligonucleotide
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tegtegtttt acgacgecgt geocog
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<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
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<400> 43
teogtegtttt acggegecgt geeg

1€210> 44

<211> 25

<212> DRA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 44
tcgtegtttt acggegocgt tgecg
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<210> 45
<2il1> 24
<212> DNA
<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<220>

<22)1> modified base
<222> {17)..(19)

<223> abasic nucleotide

<220>
<221> misc feature
<222> (17)..(19)
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<223> nisa, ¢, g, ort

<400> 45
tegtegtttt acggegnnnt geeg

<210> 46

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotids

<400> 46
tcgtsgtttt acggegtege g

<210> 47

<211> 24

<212> DRA

<213> Artificial saquance

<220>
<223> Bynthetic oligonucleotide

<{00> 47
tcgtegtttt acggegtege geeg

<210> 48

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificlal sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 48 )
tcgtegttitt acggegtogt gecg

<210> 49

<211> 24

<212> DMA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 49
tcgtegtttt acggegtttt goeg

<210> 50

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial saquence
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<220>
<223> BSynthstic oligonucleotide

<400> 50
tegtcgtttt caatatttat tg 22

<210> 51

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> BSynthetic oligonucleotide

<400> 51 ° ' '
tegtegtttt cggegegege cg 22

<210> 52

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220> .
<223> Synthetic oligonucleotide

<220>

<221> wmodified base
<222> (16)..(17)

<223> abasic nucleotide

<220> ) .
<221> misc_feature

<222> (16)..(17)

€223> nisa, c, g, ort

<400> 52
tcgtcgtttt cggegnnege cg 22

<210> 53

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial ssqguence

<220>
<223> Synthatic oligonucleotide

<400> 53
tegtegtttt cggeggeege cg 22

<210> 54

<211> 24

<212> DNA
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Synthetic oligonucleotide

modified base
(17)..(18)
abasic nucleotide

misc_feature
(17)..(18)
nisa, ¢, gy ort

54

tegtegtttt cggeoggnnec geeg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

55

24

DNA

Artificial sequence

Synthetic oligonucleotide

55

tegtegtttt cggegtegec gecg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

56
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Artificial sequence

Synthetic olligonucleotide
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<220>
<223>

<220>
<221>
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<220>
<221>
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misc_feature
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223> nisa, c, g, or t
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tcgtegtttt taatanntat ta

<210> 58
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<212> DNA
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<220> .
<223> Bynthetic oligonuclectida
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togtegtttt teaatatccat ta

<210> 59

<211> 22

<212> DNA
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tegtegtttt taatatttat ta

<210> 60

<211> 24

<212> DNA
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tgetgetttt gtgettttgt gett
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<211> 19

<212> DRA

<213> Artificial ssquence
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<220>
<223> Synthetic oligonucleoctide

<400> .62
tcgacgtcega cgtgacgtg

<210> 63

<211> 19

<212> DHRA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 63
tcgacgtcga cgtgacgtt

<210> 64

<211> 24

<212> DERA

<213> Artificial sequence

<220> .
<223> 8ynthetic oligonucleotide
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tcgtcgacga teggegeegt geeg

<210> 65

<211> 24

<212> DHA .
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<220>
<223> Synthetic oligonuclectide

<400> 65
tcgtcgacgt teggegeegt goecg

<210> 66

<211> 21

<212> DNA
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<220>
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<400> 66
tcgtcegtacg gegecgtgee g
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<211> 22
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<220>
<223>

<400>

Synthetic oligonuclectide

67

togtogttac ggcgecgtge og

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

68
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Artificial sequence

Synthetic oligonucleotide
68

tcgtogttta cggegoocgtg coegt
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<211>
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<213>

<220>
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69
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Bynthetic oligonucleotide
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<213> Artificial sequence

<220>
<223> S8ynthetic oligonucleotide
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tcgtegeceg gogacgeegt gocg

<210> 36

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial segquence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide
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tegtegettt gogacgeegt gecg
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<211> 24
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<220>
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<223> abasic nucleotide
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<221> nisc_feature
<222> (9)..{(10)

<223> nisa, c, g, ort
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tegtegttnn acqggegecgt geceg

<210> 338

<211> 24

<212> DNA
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<220>
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<223> abasic nucleotide
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<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

misc_featurs
{(9)..(10)
nisa, ¢ g, ort

modified base
{(17)..{19)
abagic nucleotide

misc_ feature
{17)..{19)
nisa, ¢, q, ort
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tegtegttnn acggognnnt gccg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
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<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

39

23

DNA

Artificial sequence

Synthetic oligonucleotide

modified base
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<213>

<220>
<223>

<400>

40

10
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Synthetic oligonucleotide

40
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<211>
<212>
<213>

<220>
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DNA

Artificial sequence
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<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 41
togtegtttt a 11

<210> 42
<211> 24
<212> DRA .
€213> Artificial asguence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 42
tegtegtttt acgacgeegt geeg 24

<210> 43

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide
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tegtegtttt acggcgeegt gecg 24

<210> 44

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
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tcgtegtttt acggegeegt tgecg 25

<210> 45

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial sequence Y

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide
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<222> (17)..{19)

<223> abasic nucleotide

<220>

<221> misc_feature
<222> (17)..(19)
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<223> nisa,c, g, ort

<400> 45
tegtegtttt acggegnnnt gocg

<210> 46

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic cligonucleotide

<400> 46
tcgthtttt acggegtege g

<210> 47

<211> 24

<212> DHRA

<213> Artificial sequence

<220>
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<211> 24
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<213> Artificial sequence
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<210> 49

<211> 24

<212> DHA
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<220>
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<400> 49
tegtegtttt acggegtttt gecg

<210> 50

<211> 22

<212> DHA

<213> Artificial sequence
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<220>
<223>

<400>

Synthetic oligonucleotide

50

tcgtegtitt caatatttat tg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

51

22

DNA

Artificlal sequence

Synthetic oligonucleotids
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tegtogtttt cggegegege eg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

52

22

DNA

Artificial sequence

Synthatic oligonucleotide

modified base
(16)..(17)
abasic nucleotide

misc_feature
{16)..(17)
nisa, ¢, g,ort
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tcgtegtttt cqggegnnege cg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

53

22

DRA

Artificial seguence

Synthetic oligonucleotide
53

tegtegtttt cggocggeege cg
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<211>
<212>
<213

54

24

DNA

Artificlal seguence
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<220>
<223> Bynthetic oligommcluotidas
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<221> modified base
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<223> abasic nucleotids
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<221> miac_feature

<222> (17)..({18)

€223> n is a, c, g, or t
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<211> 24

<212> DNA
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<220>
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<400> &5
tcgtegtttt cggegtegec gocg

<210> 56

<211> 24

<212> DMA
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<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 56
tegtegtttt gtegttttgt cgtt
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<212> DNA

<213> Artificial seguence

<220>
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<221> misc_feature
<222> ({16)..(17)
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<223> nis a, ¢, g, or t

<400> 57
tegtegtttt taatanntat ta

£210> 58

<211> 22

<212> DNA

<€213> Artificial sequence

<220>
<223> B8ynthetic ollgonucleotide

<400> 58
tegtegtttt taatatccat ta

<210> 59

<211> 22

<212> DHA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic oligonucleotide

<400> 59
tcgtegttit taatatttat ta

<210> 60

<211> 24

<212> DMA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic oligonuclactide

<400> 60
tgctgectttt gtgettttgt gett

<210> 61

<211> 17

<212> DMA
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<223> Synthetic oligonuclectide
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<212> DNA

<213> Artificial sequence
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<220>
<223>

<400>

Synthstlc oligonucleotide
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tcgacgtcga cgtgacgtg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

63
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DRA

Artificlal sequence

8ynthetic oligonuclectide
63

tegacgtega cgtgacgtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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24

ma

Artificial saguence

Synthetic oligonucleotids
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tegtegacga teggegeegt geeg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

65

24

DNA

Artificial sequence

Synthetic oligonucleotide
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ANALOGOS NUCLEOTIDOS CLASE C CON POTENCIA
INMUNOESTIMULANTE MEJORADA

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencidn se relaciona en general con los &cidos nucleicos
inmunoestimulantes, sus composiciones y los métodos para usar los dcidos nucleicos
inmunoestimulantes. y

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El ADN bacteriano posee efectos inmuncestimulantes para activar las células B
¥ las células killer naturales, pero el ADN de los vertebrados no posee tales efectos.
Tokunaga T y otros (1988) Jpn J Carncer Res 79:682-6; Tokunaga T y otros (1984)
JNCI 72:995-62; Messina JP y otros (1991) J Immunol 147:1759-64; y revisién en
Krieg, 1998, en: Applied Oligonucleotide Technology, C.A. Stein y A.M. Krieg, (Eds.),
John Wiley and Sons, Inc., New York, NY, pp. 431-448 y Krieg AM (2002) Annu Rev
Immunol 20:709-60. Hoy se sabe que estos efectos inmunoestimulantes det ADN
bacteriano son la consecuencia de la presencia de dinucleétidos CpG no metilados en
ciertos contextos de bases en particular (motivos CpG), que son comunes en el ADN
bacteriano, pero estdn metilados y tienen una sub-representacion en el ADN de los
vertebrados. Krieg AM y otros (1995) Nature 374:546-9; Kricg AM (1999) Biochim
Biophys Acta 1489:107-16. '

Los efectos inmunoestimulantes del ADN bacteriano pueden imitarse con
oligodesoxinucleétidos (ODN) que conticnen estos motivos CpG. Estos ODN CpG
tienen efectos sumamente estimulantes sobre los leucocitos humanos y murinos, e
inducen la proliferacién de células B, la secrecion de citoquinas e inmunoglobulinas, In
actividad litica de las células &i/ler naturales (NK) y la secrecién de interferén gamma
(IFN-y) y la activacién de las células dendriticas (CD) y otras células que presentan
antigenos para expresar moléculas coestimulantes y secretar citoquinas, especialmente
las citoquinas similares a 1as Th1 que son importantes para promover el desarrollo de
respuestas de las células T similares a las Thl. Estos efectos inmunoestimulantes de los
ODN CpG de esqueleto fosfodiéster natural son sumamente especificos para CpG ya
que los efectos se reducen significativamente si se metila el motivo CpG, si se lo
cambia por un GpG o si se lo elimina o altera de algiin otro modo. Krieg AM y otros
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(1995) Nature 374:546-9; Hartmann G y otros (1999) Proc Nail. Acad Sci USA &
96:9305-10. v

En los primeros estudios, se creia que el motivo CpG inmunoestimulante seguia
la fdrmula purina-purina-CpG-pirimidina-pirimidina. Krieg AM y otros (1995) Nature
374:546-9; Pisetsky DS (1996) J Immunol 156:421-3: Hacker H y otros (1998) EMBO J
17:6230-40; Lipford GB y otros (1998) Trends Microbiol 6:496-500. Sin embargo, hoy
se sabe que los linfocitos de ratén responden bastante bien a los motivos CpG con
enlaces fosfodiéster que no siguen esta “fdrmula” (Yi AK y otros (1998) J Immunol
160:5898-906) y lo mismo sucede con las células B y las células dendriticas humanas

(Hartmann G y otros (1999) Proc. Natl Acad Sci USA 96:9305-10; Liang H y otros
(1996) J Clin Invest 98:1119-29).

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona, en parte, con los oligonucledtidos que
contienen CpG inmunoestimulantes y los andlogos oligonucleédtidos que tienen una
estructura secundaria con una repeticién invertida en el extremo 3' o cerca ‘del extremo
3’ de la molécula. La estructura secundaria incluye la i'or;nncién de estructuras dobles o
de orden superior en ciertas condiciones. Una caracter{stica importante de los
oligonucleétidos y los andlogos oligonucledtidos objeto de la invencion es que la
repeticion invertida no es un palindromo de Watson-Crick estricto sino que puede
interrumpirse interviniendo la secuencia o los andlogos nucleétidos. Otra caracteristica
de los oligonucleétidos y los andlogos oligonucledtidos de la invencion es que el
esqueleto puede modificarse para incluir enlaces internucleétidos resisientes a la
nucleasa y sensibles a la nucleasa csiratégicamente ubicados, para as{ favorecer la
actividad y reducir la posible toxicidad. Ademds, se sabe que estos oligonucledtidos y
anilogos oligonuclestidos tienen actividad inmunoestimulante tanto clase A como clase
B y, en consecuencia, se los clasifica como moléculas novedosas de écido nucleico
inmunoestimulante clase C.

Esta invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de los inventores de la
presente de que los oligonucledtidos inmunoestimulantes que contienen CpG y los
andlogos oligonucledtidos que contienen un palindromo imperfecto en el extremo 3" o
cerca del extremo 3’ de la molécula tienen ciertas ventajas tanto en términos de su
preparacién como de su actividad biolégica. Especificamente, los oligonucledtidos y los
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andlogos oligonucleétidos clase C de esta invencién son caracteristicamente
monoméricos en solucitn. Se cree que estas mismas moléculas de dcido nucleico
pueden formar estructuras intramoleculares dobles in vitro, lo cual las torna estables
contra la digestidn con nucleasa. También se cree que estas mismas moléculas de écido
nucleico pueden formar estructuras intermoleculares dobles y, posiblemente, incluso de
mayor orden dentro del medio del compartimiento intraendosémico, donde se cree que
ejercen su actividad biolégica.

En un aspecto, la invencidn arroja una composicién que incluye una molécula de
dcido nucleico inmunoestimulante de la Formula I
Zy [(X1Y1R1) N (XaYaRak Za]p (S1)q N° (Na)...(N2}(N1) S2 (N1e)(Na2s)...(Nws) Z5
(Férmula I)
donde cada Z,, Z; y Z5 es independientemente cualquier secuencia de 0 a 12
nucledtidos de longitud que opcionalmente incluye un conectador no nucleotidico o un
espaciador D abdsico; cada X, y X; es independientemente un nucléotido que et;ntiene
timina, urnc_ilo, adenina o un uracilo sustituido en la posicién 5; cada Y-l yYzes
independientemente una citosina (C) o una citosina modificada; cada R; y Ra es
independientemente una guanina (G) o una guanina modificada; cade N y N’ es
independientemente cualquier secuencia de 0 a 12 nucledtidos de longitud que
opcionalmente incluye un conectedor no nucleot{dico o un espaciedor D Miw; S
un conectador no nucleotidico, un concctador abésico (cspaciadores D), unidades de
trietilenglicol o unidades de hexaetilenglicol, que opcionalmente aportan enlaces
intemucledtidos en las posiciones 2'5°-, 5’5’-..3'3’-. 2'2'-§ 2'3’-; S; es cualquier
secuencia no palindrémica de | a 10 nuclebtidos de longitud o un conectador no
nucleotidico, un conectador abésico (espaciadores D), unidades de trietilenglicol o
unidades de hexaetilenglicol; cada N, Nz ... Np ¥ Nia, N2, ... N es cualquier
nuclestido o nucledtido modificado donde N, forma un par de bases con Ny, N; forma
un par de bases con Nz, ... y N, forma un par de bases con Nu; k es un entero de 0 a 5;
nesunenterode 2 a 16; p es un enterode 1 a 6 y q es un entero de 0 a 10 y donde,
cuando (Np)...(N2)(N1) S2 (N1a)(Nas)...(Nwa) es de 10 a 42 nucledtidos de longitud, S; es
de 4 a 10 nucledtidos de longitud, Sz comprende un conectador no nucleotidico, un
conectador abésico (espaciadores D), unidades de trietilenglicol o unidades de
hexaetilenglicol, y/0 (Np)... (NaXN1) S2 (N1#)(Nas)....(Nnws) tiene un contenido de GC que
es inferior a 2/3.
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En una realizacién, cada Nj, N2, ... Na ¥ Nja, N2y, ... Nyg se escoge entre C, G o
;nodiﬁcnciones de los mismos, donde C forma un par de bases con G.

En una realizaci6n, cada N;, Nz, ... Ny ¥ Ny, N2, ... Nna se escoge entre T, A ©
modificaciones de los mismos, donde T forma un par de bases con A.

En éstas y en otras realizaciones, cada C, G, A y T puede referirse a
desoxinucledtidos con sus correspondientes bases citosina, guanina, adenina y timina,_

En una realizaci6n, cada Ny, Nz, ... Nn ¥ Nig, N2a, ... Npa se escoge entre C, T,
A, G o sus modificaciones y C forma un par de bases con G, T forma un par de bases
con G, A forma un par de bases con T y A forma un par de bases con G.

En una realizacién, cada Ny, Na, ... Ny ¥y Ny, N2, ... Noa se escoge entre
nucledtidos no modificados o modificados que forman pares de bases segtin el modelo
de Watson-Crick, es decir, cada par de bases Nj-N 4, N2-Nag, ... NN €s un par de
bases de Watson-Crick.

En una realizaci6n, al menos uno de cada Ny, N3 ... Ny y Nig, Nog, ... N 3¢
escoge entre nucledtidos no modificados o modificados que forman pares de bases que
no son de Watson-Crick, es decir, al menos un par de bases Nj-Nyg, N2 -Nzg, ... Np-Nps
es un par de bases que no es de Watson-Crick.

En una realizacién, la molécula de Acido nucleico inmunoestimulante incluye un
esquelelo parcialmente estabilizado que tiene al menos un enlace fosfodiéster.

En una realizacién, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante incluye un
esqueleto que tiene al menos un enlace interucledtido estabilizado.

En una realizacién, los enlaces intemucledtidos del oligonucledtido son todos
enlaces fosforotioato. , _

En una realizacién, la molécula de 4cido nucleico inmuncestimulante incluye un
esqueleto parcialmente estabilizado con un enlace fosfodiéster que une al menos uno de
YiR; 0 YaRa.

En una realizacién, Y, es C.

En una realizacién, R es G.

En una realizacién, Y, esCyR; es G.

En una realizacién, X, o Xz es T.

En una realizacion, X, es T, X;esT, Y esC,RiesGykes 1.
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En una realizacién X, es T, XaesT,Y;esC,RyesG,kes I, pes |,cadaNy N’
¥ Z; contiene cero nucledtidos y Z; es TTTT o d(UUUU), donde d(UUUU) representa
dUdUdUdU, es decir, (desoxiU),.

En una realizacién, S; es un conectador no nucleotidico.

En una realizacion, S; contiene al menos un residuo de espaciador D abésico.

En una realizacion, el oligonucleétido incluye al menos un enlace no nucledsido
ramificado.

En una realizacién, la molécula de 4cido nucleico inmunoestimulante incluye al
menos una unidad duplicadora, al menos una unidad triplicadora o al menos una unidad
duplicadora y al menos una unidad triplicadora.

En una realizaci6n, S, es una unidad duplicadora o una unidad triplicadora.

En una realizacién, el oligonucledtido incluye al menos un enlace
intemucledsido en la posicioén 2°5°-, 5°5’-, 3'3°-, 2'2'-, 6 2°3"-,

En una realizacién, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante de Ja
Férmula 1 no es un écido nucleico antisentido.

Enun aspecto, la invencion arroja una molécula de dcido nucleico
inmunoestimulante de la Férmula II

Z; (N)X(Ng.t)-. .(N2XN1) Sz (Nuw)(Naa)...(No1a} (Nat) (S1)q Zs [(X,YiRy) N (X3 Y2R )k Z2]p
(Férmula II}

donde cada Z;, Z; y Z3 es indepehdientemenie cualquier secuencia de 0 a 12
nucledtidos de longitud que opcionalmente incluye un conectador no nucleétido o un
espaciador D abdsico; cada X; y Xz es independientemente un nucléotido que contiene
timina, uracilo, adenina o un urecilo sustituido en la posicidén S;cada Y, y Yz s
independientemente una citosina (C) o una citosina modificada; cada R, y Rz es
independientemente una guanina (G) o una guanina modificada; N es cualquier
secuencia de 0 a 12 nucledtidos de longitud que opcionalmente incluye un conectador
no nucleotidico o un espaciador D abdsico; S es un conectador no nucleotidico, un
conectador abdsico (espaciadores D), unidades de trietilenglicol o unidades de
hexaetilenglicol, que opcionalmente aportan enlaces intemnucleétidos en las posiciones
2’5", 5'5"-, 3"3"-, 2'2"- 6 2'3’-; S; es cuslquier secuencia no palindrémicade 1 a 10
nucledtidos de longitud o un conectador no nucleotidico, un conectador abésico
(espaciadores D), unidades de trietilenglicol o unidades de hexaetilenglicol; cada N,
Na, ... Ng-t; Np Y Nig, Nag, «.. Npis, Nog €s cualquier nucledtido o nucleétido modificado
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donde N, fonﬁa un par de bases con N3, N2 forma un par de bases con Ny, ..., Ny
forma un par de bases con N,,1s y N, forma un par de bases con No; k es un entero de 0
a5; nesun entero de 2 a 16; p es un entero de 1 2 6 y g es un entero de 0 a 10 y-donde, -
cuando (N;)...N2)(N}) S2(Ni)(Nay). ..(Nm) €3 de 10 a 42 nucledtidos de longitud, S;
de 4 & 10 nucledtidos de longitud, S; comprende un conectador no nucleotidico, un .
conectador abdsico (espaciadores D), unidades de trietilenglicol o unidades de
hexaetilenglicol, y/o (Np)...(N2)(N}) S2 (N1#XNzs)...(Nys) ticne un contenido de GC que
es inferior a 2/3. _

Ep una realizacién, Zy (Ny)(Na1) €s TYR, donde Y es una citosing o una citosina
modificada y R es una guanina o una guanina modificada.

En una realizaci6n, cada Ny, N3, ... Na.i, Nn Y Nig, N2g ... N is, Nos 5€ escoge
entre C, G o modificaciones de los mismos, donde C forma un par de bases con G.

En una realizacion, cada Ny, Na, ... Np1, Nn Y Nig, N2g, ... Np1a, N 5e escoge
entre T, A o modificaciones de los mismos, donde T forma un par de bases con A.

En éstas y en otras fealizaciones, ceda C, G, A y T puede referirse a
desoxinucledtidos con sus correspondientes bases citosina, guanina, adenina y timina.

En una realizacién, cada Ny, N, ... No-1; Np, ¥ Nitgy Naa, ... No.gs, N 5e.escoge
entre C, T, A, G o sus modificaciones y C forma un par de bases con G, T forma un par
de bases con G, A forma un par de bases con T y A forma un par de bases con G.

En una realizacién, cada Ni, Ny, ... Nat, Now ¥ Nig, Now, ... No-is, Nog 6 escoge
entre nucledtidos no modificados o modificados qﬁe forman pares de bases seggin el
modelo de Watson-Crick, es decir, cada par de bases N;-Nig N2-Nag, ... Ny-Nos €5 ul
par de bases de Watson-Crick.

En una realizaci6n, al menos uno de cada Ny,'Ny, ... No-1, Nny Y Nig, Nas .. .Naig,
Nos se escoge entre nucleétidos no modificados o modificados que forman pares de
bases.que no son de Watson-Crick, es decir, al menos un .par de bases Ni-Nig, N»-Nas
s Pi..-N.; es un par de-bases que no es de Watson-Crick.

En una realizaci6n, la molécula de Acido nucleico inmunoestimulante incluye un
esqueleto i:minlmenlr. estabilizado que tiene al menos un enlace fosfodiéster. '

En una realizhcién, la molécula de icido nucleico inmunoestimulante incluye un
esqueleto'que tiene al menos un enlace internucledtido estabilizado.

En una realizacién, los enlaces internucledtidas del oligonucleétido son todos
enlaces fosforotioato.
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En una realizacién, la inolécula de 4cido nucleico inmunoestimulante incluye un
esqueleto parcialmente estabilizado con un enlace fosfodiéster que une al menos uno de
Y R; 0 YsR3.

En una realizacion, Y, es C.

En una realizacién, R, es G.

En una realizacién, Y, esC yR; es G.

En una realizacién, X; o Xaes T.

En una realizacion, X, esT, Xaes T, Y esC,RiesGykes 1.

En una realizacién X, es T, Xaes T, Y1 esC,RiesG,kes |,pes |,cada NyN’
y Z5 contiene cero nucledtidos y Z; es TTTT o d(UUUU), donde d(UUUU) representa
(desoxiU).

En una realizacion, S; es un conectador no nucleot{dico.

En una realizacidn, S; contiene al menos un residuo de espaciador D abésico.

En una realizacién, el oligonucledtido incluye al menos un enlace no nucledsido
ramificado.

En una realizacion, la molécula de &cido nucleico inmunoestimulante incluye al
menos una unidad duplicadora, al menos una unidad iriplicadora o al menos una unidad
duplicadora y al menos una unidad triplicadora.

En una realizacién, S, ¢s una unidad duplicadora o una unidad triplicadora.

En una realizacidn, el oligonucledtido incluye al menos un enlace
internucledsido en la posicién 2'5°-, §'5'-, 3°3'-, 2'2'-, 6 2'3"'-,

En una realizacidn, la molécula de &cido nucleico inmunoestimulante de la
Férmula I no es un écido nucleico antisentido.

En un aspecto, la invencion arroja una molécula de dcido nucleico
inmunoestimulante de la Férmula 111

(Z)n 23 (S3) (Férmula HI)
donde Z' &5 Z1 [(X1YR;) N (XzYzRak Zalp (S1)g N (Na)...(Na)N2XN1) S;
(N12)(N2#)Na)...(Nw); cada Z), Z y Z; es independientemente cualquier secuencia de 0
a 12 nucledtidos de longitud que opcionalmente incluye un conectador no nucledtido o
un espaciador D ab#sico; cada X, y X3 es independientemente un nucléotido que
conticne timina, uracilo, adenina o un uracilo sustituido en la posicion 5;cada Y, y Y2
es independientemente una citosina o una citosina modificada; cada R; y Rz es
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iﬁdependienﬁemmte una guanina o una guanina modificads; cada N y N’ es (K
independientemente cualquier secuencia de 0 a 12 nucleétidos de longitud que
opcionalmente incluye un conectador no nucleot{dico o un espaciador D abdsico; S, s

un coneciador no nucleotidico, un conectador abdsico (espaciadores D), unidades de

trietilenglicol o unidades de hexaetilenglicol, que opcionalmente aportan enlaces
intemucledtidos en las posiciones 2°5’-, 5'5°-, 3'3'-, 2'2'- 6 2'3’; §; es cualquier
secuencia no palindrémica de 1 a 10 nucleétidos de longitud o un conectador no
nucleot{dico, un conectador abésico (espaciadores D), unidades de trietilenglicol o
unidades de hexaetilenglicol; Ss es un enlace internucledsido directo o.indirecto en las
posiciones 2°5’-, §°5°-, 3°3’-, 2'2’- 6 2’3’- o0 un conectador no nucleotidico, el cual
incluye conectadores abdsicos (espaciadores D), unidades de trietilenglicol o unidades
de hexaetilénglicol que facilitan un enlace en la posicién 2’5’-, 5'5’-,3'3-,2"2-0
2'3'- de m partes de la secuencia; cada N, N2, ... Np ¥ Nig, N2, ... Nz es cualquier
nucledtido o nucledtido modificado donde N, forma un par de bases con Nys, Nz forma
un par de bases con Nzy, N3 forma un par de bases con Nag ... y N, forma un par de
bases con Npy; kesunenterode 0a5; mesunenterode2a 10, nesunenterode 2a
16; pesun enterode 1 a 6 y q es un entero de 0 a 10.

En ciertas realizaciones, Z; [(X1YiR() N (X;YsRa2) Z3], (S1)q €S una secuencia
no palindrémica. .

En ciertas realizaciones, Z; [(X;YiR:) N (Xz2Y2Rak Z3], (S1)q es TCGTCGTTTT
(N° DE ID DE LA SEC.: 40), TCGTCGTTLL, TCGA, TCGAC, TCGACGTC, o
TCGACGTCG, donde L es un espaciador D. '

- En ciertas realizaciones Z; [(XiYR1) N (X2Y2R2) Z2], (S1)q €5 una secuencia
palindrémica.

En ciertas realizaciones, Z; {(X;Y1R:) N (XaY2Rak Z3], (Sl).I es
TCGACGTCGA (N° DE ID DE LA SEC.: 19) o TCGTCGACGA (N" DEID DE LA
SEC.: 34)

En ciertas realizaciones, Z{ [(X1Y1R1) N (X2YzRok Zalp (S1)q
TCGCGACGTT (N° DE ID DE LA SEC.: 26) o TCGCGTCGTT (N°DE ID DE LA
SEC.: 69)

En una realizacién (Npo)...(N2)(N1) Sz (N1#)(N2s). ..(Nwt) Z3 incluye una
secuencia AGCGAAGCT, CAATATTTATTG (N° DE ID DE LA SEC.: 1),
CCGTTTTGTGG (N° DE ID DE LA SEC 2), CGGCGCCCGTGCCG (N° DE ID DE
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LA SEC.: 19), CGGCGCCGTTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 34),

CGGCGLLCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: §), CGGCGLLLTGCCG (N° DE ID DE
LA SEC.: 6), CGGCGGLLCCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 7),
CGGCGTCGCCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 8), CGTCGACGGGACGGG (N° DE
ID DE LA SEC.: 10), CGTCGACGTGAAGGG (N° DE ID DE LA SEC.: I1),
GAGAGTTGGGCTCTC (N° DE ID DE LA SEC.: 12), GTCGAGGAGGT (N° DE ID
DE LA SEC.: 14), TAATALLTATTA (N° DE ID DE LA SEC.: 15),
TAATATCCATTA (N° DE ID DE LA SEC.: 16), 0o TAATATTTATTA (N° DE ID DE
LA SEC.: 17), donde L es un espaciador D.

En una realizacién (Np).. (N2X(N1) Sz (N1s)(N2p) incluye una secuencia
GGCGCGCTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 13)

En una realizaci6n, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante incluye
una secuencia TCGACGTCGACCGTTTTGTGG (N° DE ID DE LA SEC.: 20),
TCGACGTCGACGGGACGGG (N° DE ID DE LA SEC.: 21),
TCGACGTCGACGTGACGGG (N° DE ID DE LA SEC.: 22),
TCGACGTCGAGAGTTGGGCTCTC (N° DE ID DE LA SEC.: 23),
TCGACGTCGAGCGAAGCT-(N° DE ID DE LA SEC.: 24), 0
TCGACGTCGAGGAGGT (N° DE ID DE LA SEC.: 25)

En una realizacion, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante incluye
una secuencia TCGTCGTTLLACGGCGCCGTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 37),
TCGTCGTTLLACGGCGLLLTGCCG (N DE ID DE LA SEC.: 38),
TCGTCGTTLLCGGCGCGGCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 39),
TCGTCGTTTTACGGCGCCGTTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 44),
TCGTCGTTTTACGGCGLLLTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 45),
TCGTCGTTTTACGGCGTTTTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 49),
TCGTCGTTTTCAATATTTATTG (N° DE ID DE LA SEC.: 50),
TCGTCGTTTTCGGCGLLCGCCG (N* DE ID DE LA SEC.: 52),
TCGTCGTTTTCGGCGGLLCCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 54),
TCGTCGTTTTCGGCGTCGCCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 55),
TCGTCGTTTTTAATALLTATTA (N° DE ID DE LA SEC.: 57), ]
TCGTCGTTTTTAATATCCATTA (N° DE ID DE LA SEC.: 58), 0

. TCGTCGTTTTTAATATTTATTA (N° DE ID DE LA SEC.: 59), donde L ¢s un

espaciador D.
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En una realizacién, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante incluye 67&

una secuencia TCGCGTCGTTCGGCGCGCTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 30).

En una realizacién, 1a molécula de dcido nucleico inmuncestimulante incluye
una secuencia TCGCGACGTTCGGCGCGCTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 27).

En una realizacién, la molécula de 4cido nucleico inmunoestimulanie incluye
una secuencia escogida entre
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*C_G*T*G*C*C*G (N° DE ID DE LA
SEC.: 43), T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N°DE
ID DE LA SEC.: 43),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (N° DE ID DE LA
SEC.: 42),

T*C*G*T*C*G*C*T*T*T*G*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (N"DE IDDE LA
SEC.: 36), ' '
T*C*G*T*C*G*C*C*C*G*G*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (N° DE ID DE
LA SEC.: 35), . '
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*G*"T*T*G*C*C*G (N° DE ID'DE
LA SEC.: 44), T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G
(N°DE ID DE LA SEC.:

37), T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*L *L*L*T*G*C*C*G (N° DE ID DE
LA SEC.: 45), T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G (N°
DE ID DE LA SEC.: 38),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*L*L*C*C*G*C*C*G (N°DE IDDE LA

© SEC.: 54), T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*T*C*G*C*C*G*C*C*G (N°

DE ID DE LA SEC.: 55),
T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*C*G*G*C*G*C*G*G*C*G*C*C*G (N° DE ID DE LA
SEC.: 39), T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*L*L*C*G*C*C*G (N° DE ID
DE LA SEC.: 52), T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*T*A*A*T* A*T*T*T*A*T*T*A* (N°
DE ID DE LA SEC.: 59),
THC*G*T*C_G*T*T*T*T*T*A*A*T*A*T*T*T*A*T*T*A (N° DE ID DE LA SEC.:
59), T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*A*A*T*A*T*T*T*A*T*T*G (N° DE ID DE LA
SEC.: 50), T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*T*A*A*T*A*T*C*C*A*T*T*A* (N°DE ID
DE LA SEC.: 58), T*C*G*T*C*G*G*T*T*T*T*T*A*A*T*A*L*L*T*A*T*T*A
(N° DE ID DE LA SEC.: 57),
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T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G (SEQ ID: 45),
T"'C"G"'T"C_G‘T"I"L'L"A"C'G‘G"'C‘G‘L"‘L" L*T*G*C*C*G* (N° DE ID DE
LA SEC.: 38), y T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*L*L*C*C*G*C*C*G
(N° DE ID DE LA SEC.: 54), donde L es un espaciador D, * es fosforotioato y _es
fosfodiéster.

En una realizacién, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante incluye
una secuencia escogida entre
T*C*G*A*C*G*T*C*G_A_C*G*G*G*A*C*G*G*G* (N°DE ID DE LA SEC.: 21),
T*C*G*A*C*G*T*C*G_A_C*G*T*G*A*C*G*G*G (N° DE ID DE LA SEC.: 22),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*G*G*A*C*G*G*G (N° DE ID DE.LA SEC.: 21),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*G*G*A*G*G*T (N° DE ID DE LA SEC.: 25),
T*C*G*A*C*G*T*"C*G*A*G*C*G*A*A*G*C*T (N° DE ID DE LA SEC.: 24),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*C*G*T*T*T*T*G*T*G*G (SEQID NO:20), y
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*G*A*G*T*T*G*G*G*C*'T*C*T*C(N°DE IDDE LA
SEC.: 23), donde * es fosforotioato y _es fosfodiéster.

Enuna realizaciéh, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante incluye
una secuencia escogida entre _
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G*A*C*G*T*G (N° DE ID DE LA SEC.; 62),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G*A*C*G (N°DEIDDE LA SEC.: 61), -
T*C_G*T*C_G*A*C_G*T*T*C_G*G*C*G*C*"C_G*T*G*C*C*G (N°DE ID DE
LA SEC.: 65), T*C*G*T*C_G*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G(N°DE ID
DE LA SEC.: 66), T*C*G*T*C_G*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*'C*G(N°
DE ID DE LA SEC.: 67), T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G*A*C*G*T*T (N°
DE ID DE LA SEC.: 63),
T*C*G*T*C_G*A*C_G*A*T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N° DE ID DE
LA SEC.: 64), T*C*G*T*C*G*A*C*G*A_T_C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G
(N°DE ID DE LA SEC.: 64), T*C*G*A*C_G*T*C*G*A*C_G*T*G*A*C*G*T*T
(N° DE ID DE LA SEC.: 63), T*C*G*A*C_G*T*C*G*A*C*G*T_G*A*C*G*T*T
{N°DE ID DE LA SEC.: 63), y
T*C*G*T*C_G*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G*T(N"DEID DE LA
SEC.: 68), donde * es fosforotioato y _ es fosfodiéster.

En una realizacin, la molécula de 4cido nucleico inmunoestimulante incluye
una secuencia escogida entre

-
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T*C*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G (N° DE ID DE (A"
SEC.: 30), '1"'C"G_C‘_G"'T‘C"G‘T"'T"‘C_G"G"C"G"C_G"C'T"'G"C"'C'G (N°DE
ID DE LA SEC.: 30), y
T*C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G"C*T*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 30), donde * es fosforotioato y _ es fosfodiéster.

i En una realizacion, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante incluye
una secuencia T"'C"G"C_G"'A"'C"'G"T'T"'C_G';G*C*G‘C_G‘C'T'G*C‘C*G (N°
DE ID DE LA SEC.: 27), donde * es fosforoticato y _ es fosfodiéster.

En una realizacién, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante incluye
una secuencia escogida entre
T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*T*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 48), T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*G*C*C*G (N°DE
ID DE LA SEC.: 47), y T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*G (N°
DE ID DE LA SEC.: 46), donde * es fosforotioato y _ es fosfodiéster.

En una realizacién, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante incluye
una secuencia T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*T*G*C*C*G (N°
DE 1D DE LA SEC.: 48); donde * es fosforotioato y _ es fosfodiéster.

En una realizacién, la molécula de dcido nucleico inmunoestimulante incluye
una secuencia T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G*T*C*G*T*C_G*T*T*T (N°
DE ID DE LA SEC.: 33), donde * es fosforotioato y _ es fosfodiéster.

En una realizacion, al menos un nucleétido del oligonucledtido es una purina o
pirimidina sustituida o modificada.

En una realiucibn, 1a pirimidina sustituida es una pirimidina sustituida en la
posicion C5 o C6.

En una realizacién, la purina sustituida es una purina sustituida’en la posicién
C80C7.

En una realizacién, la purina o la pirimidina sustituidas o modificadas se
escogen entre el grupo compuesto por citosinas sustituidas en la posicion 5, citosinas
sustituidas en la posicidn 6, citosinas sustituidas en la posicion N4, 5-azacitosina, 2-
mercaptocitosine, isocitosina, pseudoisocitosine, andlogos de la citosina con sistemas de
millo_s condensados, y derivados del uracilo, derivados de la timina, 7-deazaguanina, 7-
deazaguanina sustituida en la posicién 7, 7-dcazaguanina sustituida en la posicion 8, 7-
deaza-8-azaguanina, hipoxantina, guaninas sustituidas én la posicién N2, 5-amino-3-
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metil-3H,6H-tiazolo[4,5~d]pirimidina-2,7-dione, 2,6-diaminopurine, 2-aminopurina,
purina, indol, adeninas sustituidas, guanina sustituida en la posicién 8 y 6-tioguanina,

En una realizacién, la purina o la pirimidina sustituidas o modificadas se
escogen entre el grupo compuesto por 5-metilcitosina, 5-fluorocitosina, 5-clorocitosina,
5-bromocitosina, 5-yodocitosina, S-hidroxicitosina, 6-hidroxicitosina, 5-
hidroximetilcitosina, S-difluorometilcitosina y S-alquinilcitosina, N4-etilcitosina, N,N’-
propilencitosina, fenoxacina, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-bromoviniluracilo, 4-
tiouracilo, 5-hidroxiuracilo, 5-propiniluraci Ip, 2-tiotimina, 4-tiotimina, timinas
sustituidas en la posicién 6, 7-deaza-7-(C2-C6)alquinilguanina, N2-metilguanina, N6-
metiladenina, 8-oxoadenina, 8-hidroxiguanina y 8-bromoguanina no sustituidos o
sustituidos.

En una realizacién, 1a purina o la pirimidina sustituidas 0 modificadas se
escogen entre el grupo compuesto por una base universal, un sistema de anillos
aromdticos, un sistema de anillos arométicos y un étomo de hidrégeno (espaciador D).

En una realizacién, la purina o la pirimidina sustituida o modificada se escoge
del grupo compuesto por 4-metilindol, 5-nitroindol, 3-nitropirrol, base P y base K,
bencimidazol, diclorobencimidazol, 1-metil-1H-[I,2,4]triazol-3-dcido carboxilico
amida, fluorobenceno y difluorobenceno,

En otra realizacién, cualquier N, S, X o Z estd sustituido por un residuo
escogido del grupo compuesto por una cadena alquilo de C6 a C30, écidos biliares,
écido cblico, dcido taurocélico, desoxicolato, colesterol, dcido oleil-litocdlico, dcido
olevilcolénico, glicolipidos, fosfolipidos, esfingolipidos, isoprenoides, esteroides,
vitaminas, vitamina E, dcidos grasos saturados, dcidos grasos no saturados, ésteres de
dcidos grasos, triglicéridos, pirenos, porfirinas, Texafirina, adamantano, acridinas,
biotina, coumarina, fluoresceina, rodamina, Rojo Texas, digoxigenina, dimetoxitritil, t-
butildimetilsilil, t-butildifenilsilil, colorantes cianina, colorante cianina Cy3, colorante
cianina Cy576, colorante Hoechst 33258, psoralén e ibuprofeno.

En un aspecto, la invencién brinda una molécula de dcido nucleico
inmunoestimulante que incluye: () un extremo 5' que comienza con un motivo
inmunoestimulante escogido de (TCG),N y RDCGY,Y2N, donde T es timina, C es
citosina no metilada, G cs guanina, R es una purina, DnoesC,cada Y c Y2
independientemente es una pirimidina, n es un entero entre 1 y 4, inclusive, y N
cualquier secuencia de 0-12 bases de longitud; (b) un extremo 3’ qlie termina en una
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repeticién invertida capaz de formar una estructura de horquilla o de tallo y asa la cual
incluye un tallo rico en GC de 2 a 6 pares de bases consecutivos de longitud y al menos
una base no apareada o mal apareada; y (c) un esqueleto parcialmente estabilizado que
incluye al menos un enlace fosfodiéster 5°-CpG-3°. Se pueden modificar la C o la G del
dinucledtido CpQG o ambas.

En una realizacion, el tallo rico en GC tiene 2 pares de bases consecutivos de
longitud.

En una realizacioén, el tallo rico en GC tiene 3 pares de bases consecutivos de
longitud.

En una realizacién, el tallo rico en GC ticne 4 pares de bases consecutivos de
longitud.

En una realizacion, cl tallo rico en GC tiene 5 pares de bases consecutivos de
longitud. -

En una realizacién, el tallo rico en GC tiene 6 pares de bases consecutivos de
longitud.

En una realizacién, el tallo rico en GC incluye al menos 2 pares de bases G-C.

En una realizacién, el tatlo rico en GC incluye al menos 3 pares de bases G-C.

En ciertas realizaciones, la.base no apareada o mal apareada como minimo es T.

En una realizacién, el esqueleto parcialmente estabilizado que incluye al menos
un enlace fosfodiéster 5°-CpG-3® incluye también una pluralidad de enlaces
intemucledtidos fosforotioato.

En una realizacién, el extremo 5’ tiene una secuencia que es TCGTCGTTTTA
(N°DE ID. DE'LA SEC.: 41).

En una realizacién, el extremo 3’ que termina en una repeticién invertida tiene
una secuencia de bases que es CGGCGCCGTGCCG (N° DE ID. DE LA SEC.: 19).

En una realizacién, el extremo 3’ que termina en una repeticién invertida tiene -
una sccuencia de bases que es CGGCGTCGTGCCG (N° DE ID. DE LA SEC.: 9).

En un aspecto, la invencién ofrece un cido nucleico inmunoestimulante que
tiene una secuencia de bases que es TCGTCGTTTTACGGCGCCGTGCCG (N° DE ID.
DE LA SEC.: 43).

En un aspecto, la invencién ofrece un dcido nucleico inmunoestimulante que
tiene una secuencia de bases que €8 TCGTCGTTTTACGGCGTCGTGCCG (N° DE ID.
DE LA SEC.: 48).
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Enun aspecto, la invencién ofrece un dcido nucleico inmunoestimulante que
tiene una secuencia de bases que es
T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (N° DE ID. DE
LA SEC.: 43), donde * representa un enlace internucledtido fosforotioato y _ representa
un enlace internucleétido fosfodiéster.

. En un aspecto, Ia invencidn ofrece un écido nucleico inmunoestimulante que
tiene una secuencia de bases que ¢s
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*C_G*T*G*C*C*G (N° DE ID. DE
LA SEC.: 43), donde * representa un enlace internucledtido fosforotioato y _ representa

'un cnlace internucledtido fosfodiéster.

En un aspecto, la invencidn ofrece un 4cido nucleico inmunoestimulante que
tiene una secuencia de bases que
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N° DE ID. DE
LA SEC.: 43), donde * representa un enlace internucledtido fosforotioato y _ representa
un enlace internucleétido fosfodiéster.

En un aspecto, la invencién ofrece un dcido nucleico inmunoestimulante que
tiene una secuencia de bases que es
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N° DE ID. DE
LA SEC.: 43), donde * representa un enlace internucledtido fosforotioato y _ representa
un enlace internucletido fosfodidster.

En un aspecto, la invenci6n ofrece una vacuria que incluye una molécula de
&cido nucleico inmunoestimulante de la invencién y un antfgeno.

En un.aspecto, 1a invencidn ofrece una composicién farmacéutica que incluye
una molécula de dcido nué¢leico inmunoestimulante de la invencién y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invencién ofrece un método para inducir la expresién de
interferén (IFN) tipo 1. El método de acuerdo con este aspecto de la invencién incluye
hacer ebr_ltnclso con una célula capaz de expresar IFN.tipo 1 mediante un &cido nucleico
inmunoestimulante de la invencién, en una cantidad suficiente para inducir la expresién
del IFN tipo I.

En una realizacién, el IFN tipo [ es un interferdn alfa (IFN-a).

En una realizacion, el IFN tipo | es un interferdn beta (IFN-B).
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En un aspecto, la invencién ofrece un método para inducir la expresién de
interferén gamma (IFN-y). El método de acuerdo con este aspecto de la invencidn
incluye hacer contacto con una célula capaz de expresar IFN-y mediante un écido
nucleico inmunoestimulante de la invencién, en una cantidad eficaz para inducir la
expresitn del INF-y.

En un aspecto, la invencion ofrece un método para activar las células killer
naturales (NK). El método de acuerdo con este aspecto de la invencidn incluye hacer
contacto con una célula NK mediante un dcido nucleico inmunoestimulante de la
invencidn, en una cantidad suficiente para activar la célula NK.

En un aspecto, la invencién ofrece un método para tratar una infeccién. El
método de acuerdo con este aspecto de la invencion incluye administrar a un sujeto que
tiene o estd en riesgo de desarrollar una infeccion un écido nucleico inmunoestimulante
de la invencién, en una cantidad eficaz para tratar o prevenir la infeccién.

En una realizacion, el sujeto tiene o est4 en riesgo de desarrollar una infeccion,
la cual puede ser de tipo virica, bacteriana, micética o parasitaria.

En una realizacién, el sujeto tiene o estd en riesgo de desarrollar una infeccién
virica producida por un virus que puede ser el virus de la hepatitis B (HBV), el virus de
la hepatitis C (HCV), el citomegalovirus (CMV), el virus de Epstein-Barr (EBV), el
papilomavirus, el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o el virus del herpes
simple (HSV).

En una realizacion, el sujeto tiene o estd en riesgo de desarrollar una infeccién
bacteriana causada por una especie de bacteria que puede ser Leishmania, Listeria o
Anthrax.

En un aspecto, la invencién ofrece un mélodo para tratar una afeccién alérgica,
El método de acuerdo con este aspecto de la invencidn incluye administrar a un sujeto
que tiene o estd en riesgo de desarrollar una afeccion alérgica un dcido nucleico
inmunoestimulante de la invencién, en una cantidad eficaz para tratar o prevenir una
afeccion alérgica.

En una realizacion, la afeccién alérgica cs asma alérgico.

En un aspecto, la invencién ofrece un método para tratar el céncer. El método de
acuerdo con este aspecto de la invencién incluye administrar a un sujeto que tiene o estd
en riesgo de desarrollar un céncer un dcido nucleico inmunoestimulante de la invencién,
en una cantidad eficaz para tratar o prevenir el cdncer.
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En una realizacién, el cdncer puede ser carcinoma basocelular, cincer de vias
biliares, cdncer de vejiga, cancer de huesos, cincer de cerebro y de sistema nervioso
central, cdncer de mama, céncer de cuello uterino, coriocarcinoma, céncer de colon y de
recto, céncer de tejido conjuntivo, céncer de aparato digestivo, cdncer de endometrio,
cdncer de es6fago, céncer de ojo, cdncer de cabeza y cuello, cincer géstrico, neoplasma
intraepitelial, céncer de rifién, céncer de laringe, leucemis, cdncer de higado, céncer de
pulmén, linfoma, incluyendo linfoma de Hodgkin y no de Hodgkin, melanoma,
mieloma, neuroblastoma, cdncer de cavidad oral, céncer de ovario, céncer de péncreas,
céncer de préstata, retinoblastoma, rabdomiosarcoma, céincer rectal, céncer de rifién,
céncer de aparato respiratorio, sarcoma, céncer de piel, céncer de estdmago, céncer de
testiculo, cdncer de tiroides, cAncer uterino, ciincer de aparato urinario, u otros
carcinomas y sarcomas.

En una realizacion, el cdncer es un céncer sensible al tratamicento con interferén
alfa (IFN-g).

En una realizacion, el céncer sensible al tratamiento con IFN-a puede ser
tricoleucemia, leucemia mieldgena crénica, leucemia de linfocitos T cutdnea, mieloma
miltiple, linfoma folicular, melanoma maligho. carcinoma de células escamosas,
sarcoma de Kaposi relacionado con el SIDA, carcinoma de células renales, carcinoma
de prostats, displusiﬁ cervical o carcinoma de colon.

En un aspecto, la invencion se refiere &l uso de un dcido nucleico
inmunoestimulante de la invencion para fabricar un medicamento para el tratamiento de
una infeceidn. '

En un aspecto, la -invencibn se refiere al uso de un dcido nucleico
inmunoestimulante de la invencion para fabricar un medicamento para el tratamiento de
una afeccién alérgica.

En un aspecto, la invencion se reficre al uso de un dcido nucleico
inmunoestimulante de la invencidn para fabricar un medicamento para el tratamiento
del asma alérgico.

En un aspecto, la invencidn se reficre al uso de un dcido nucleico
inmunoestimulante de la invencién para fabricar un medicamento para el tralnmienlfo
del céncer.

Cada una de las limitaciones de la invencidn puede incluir varias realizaciones
de la invencién. Por lo tanto, sc espera que cada una de las limitaciones de la invencién
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que incluyen un elemento cualquiera o una combinacién de elementos cualquiera esté
incluida en cada aspecto de la invencién.

BREVE DESCRIPCION DE LAS IMAGENES
La presente invenci6n puede comprenderse en profundidad y més ficilmente si -

sc la analiza junto con las figuras adjuntas. Estas figuras sélo se incluyen con fines

ilustrativos y no son necesarias para comprender o poner en prictica la invencion.

La FIGURA 1 es una serie de gréficos que describen la induccidn del IFN-¢ y
la sefializacién del TLR9 por parte de los ODN 332, 333 y 334,

La FIGURA 2 es una serie de grificos que describen la induccién del IFN-a y
la sefializacién del TLRY por parte de los ODN 611, 614 y 620.

La FIGURA 3 es un grifico que describe la produccién de IFN-a en las células
mononucleares de la sangre periférica (PBMC) estimulada por un panel de
oligonucledtidos.

La FIGURA 4 es un grifico que describe los t(tulos medios del grupo (GMT)
de 1gG total especifica para el antigeno después de la inmunizacién con | pgde
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) con la cantidad indicada de ODN.

La FIGURA 5 es un grifico que describe los GMT de los isotipos individuales
de IgG especifica para el antigeno después de la inmunizacién con 1 pg de HBsAg con
la cantidad indicada de ODN.

La FIGURA 6 es un grifico que describe las respuestas de los linfocitos T
citoliticos especificos para el antigeno después de la inmunizacién con | ug de HBsAg
con la cantidad indicada de ODN.

La FIGURA 7A s un grifico que describe la supervivencia de acuerdo con
diferentes tratamientos con ODN en un modelo de tumor neuroblasto.mnlmurino.

La FIGURA 7B es un grifico que describe el volumen del tumor de acuerdo
con diferentes tratamientos con ODN en un modelo de tumor neuroblastoma murino.

TABLA DE SECUENCIAS SELECCIONADAS

ODN | Secuencia N°DE ID.
L DE LA SEC.
126 TC G*T*'C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*G*C*C*G 47

128 | T*C_G*'T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*T*G*C*C*"G 48
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129 | T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C'G*T*G*C*C'G 93
130 | T°C_G*T*C*G*T* T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*G* 46
286 | T*C*G*A*C*G*T*C*G_A_C'G*T*G*A*C*G*G*G 22
91 | T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*G*G*A*C*G*G*C 21
298 | T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*q 2
299 | TPC*G T*C*G*CP TP TP T*GPC*G*A*CPG*C TP GF VGG CP G 36
300 | T*C*G*T*C*G*C*C*C*G*G*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G 35
301 | T*C*GFISC*G*T*T*T*I*A*C*G*G*C*G*C*C*G* T*T*G*C*C'G 44
306 | T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G 37
307 | T*C*G*T*C* G T*T*T* T *A*C*G*G*C*G*LILPLYT*G*C*C*G* 1]
308 | T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G )
310 | T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*L*L*C*C*G*C*C*q 54
312 | T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*T*C*G*C*C*G*C*C*G [
313 | T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*C*G*G*C*G*C*G*G*C*G"*C*C'G 39
314 | T*C*G*T*C*G* T T T T*C*G*G*C*G°L*L*C*G*C*C*G [7]
331 | T*C*G*C_G*A*C*G*T*T*C_G'G*C*G*C_G°'C*T*G'C'C*G 27
332 | T*C*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G 30
333 | T°C*G*C_GPA'C*G*T*T*C_G*G*C*G°C_G*T*C*G°C*C*G 28
334 | T*C*G*C_G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*G 29
335 | T'C*G_CG T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C°C'G 30
336 | T*C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C'G 30
337 | T*C*G*C*G_A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G°C’C*G 28
338 | T°C*GC*G_A*C*G*T*T*C_G*G°C*G*G*C_T*C*G*C*C*q 29
339 | T*C*G_C*G*A*C*G*T*T*C_G°G*C*G*C_G*T*C*0°C*C*G 28
340 | T*C*G_C*G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*G )
341 | T*C*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G 31
32 | T*C°G'C_OFIvCIG T TC_G"G'CPGYOC_ TP PG C 00 32
343 | T*C*G*C*G_T*C*G*I*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*'C*C*G 3
344 | T*C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*G 32
380 | T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*G*G*A*G*G*T 23
382 | T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*G*C*G*A’A*G*C'T 24
383 | T*C*G*APC*G*T*C*G*A*C*C*G* T*T*T*T*G*T*Q"G 20
384 | T*C*G*A*C’G*T*C*G*A'G*A*G* T*T*G*G*G*C*T*C*T*C pi]
608 | T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C_G*G*C_G*C*G*C_G'C*C'G 51
611 | TPC°GP TP C P TP T* I*T*AC_G*G°C_G*C°C_G*T*G*C*C’G 43
614 | T*C*G*T*C*G*T*T* T T*A*C_G*Q*C*Q*C*C_G*T*G*C*C*G 43
618 | T*C*G*T*°C_G*T*T*T*I*C_G*G*C*G*G*C*C_G'C'C*G 53
620 | T*C*G*T°C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G a9

%
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644 | T*C*G*T*C'G*T* T T T* TP A*ATT* A T* T*T*A*T*T°A 59
645 | T'C*G*T*C_G T T" T T*T*A*A*TPA*T*T* T*A*T*T*A 59
646 | T*C*'G*T*C_G*T*T*T*T*C*AA*T*A*T*T* T*A*T*T*G 50
647 | T°C*G*T*C_G*T*T*T*T*TPAPA*TPA*T*CC*A*T*T*A 58
648 | T°C*G*T*C*G T*T*T*T*T*AATT*A'LILIT*AT*T*A 57
649 | T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C'G a5
650 | T*C*G*I"C_G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G 38
651 | T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*L*L*C*C*Q*C*C*G 54
B30 | T*C*G*A’C*G*T*C*G_A_C*G'G*G*A*C*G*G'G 21

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion, en un aspecto, se relaciona con el hallazgo de que subclases
cspecificas de oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG que tienen una estructura
secundaria definida son sumamente eficaces para mediar efectos inmunoestimulantes,
Estos dcidos nucleicos CpG son Gtiles con fines terapéuticos y profilicticos para
estimular el sistema inmunitario para tratar el cAncer, las enfermedades infecciosas, la
alergia, cl asma y otros trastornos y ayudar a proteger contra las infecciones
oportunistas después de la quimioterapia oncolégica. Las respuestas inmunitarias
celulares y humorales fuertes, pero aiin as{ eq‘u_ilibradas, que Surgen como consecuencia
de la estimulacion del CpG reflejan el propio sistema de defensas naturales del
organismo contra los patdgenos y las células cancerosas que lo invaden. -

Las secuencias de la invencion comparten algunas similitudes estructurales con
una clase de oligonuclestidos CpG llamados clase C u oligonucletidos CpG de
motivos combinados. Véase la solicitud de la patente intemacional PCT publicada WO
03/015711. De manera similar a los oligonucleétidos clase C previamente descritos, los
oligonucledtidos CpG clase C de la presente invencion tienen motivos en las posiciones
5’ y 3’ definidos como parte de la molécula. Estos oligonucledtidos clase C
previamente descritos tienen una secuencia CpG “estimulantc” tradicional,
generalmente ubicada en los extremos 5° 6 3° de la molécula, o cerca de éstos, como
también un motivo “palindromo rico en GC”, generalmente ubicado en el otro extremo
de la molécula o cerca de éste. Estos dcidos nucleicos de molivos combinados poseen
efectos inmunoestimulantes que se asemejan en parte a los efectos asociados con los
ODN CpQ “clase B” tradicionales, que son importantes inductores de la activacion de
las células B y de la activacién de las células dendriticas, y en parte a los efectos
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asociados con una clase mds recicntemente descrita de Acidos nucleicos
inmunoestimulantes (ODN CpG “clase A™), que son importantes inductores del IFN-u y
de la activacién de las células NK pero inductores relativamente débiles de la activacion
de las células B y las CD.

Los nuevos oligonucledtidos CpG clase C de la presente invencién también se
diferencian estructuralmente de los oligonucledtidos CpG clase C previamente
descritos. En comparacién con los oligonucledtidos CpG clase C previamente descritos,
las moléculas de 4cido nucleico inmunoestimulante de la presente invenci6n tienen
requisitos sumnme:;te relajados respecto del palindromo rico en GC en uno de los
extremos de la molécula. Por ejemplo, los aligonucledtidos clase C bmviaménhe
descritos- incluyen en una realizacidn un palindromo estricto o perfecto de 10
nucledtidos como minimo de longitud y tienen un contenido de GC de al menos 2/3. En
algunas realizaciones, el palindromo de los oligonucleétidos clase C previamente
descritos pueden incluir, como méximo, un niimero minimo de nucleétidos mal
apareados consecutivos.

A diferencia de los oligonucledtidos clase C previamente descritos, los andlogos
nuclédtidos clase C de la presente invencién presentan motivos palindrémicos que
tienen, en diversas realizaciones, menos de 10 nucledtidos; un contenido de GC entre
cero y menos de 2/3; diversos andlogos nucledtidos y sustitutos que incluyen aquéllos
que carecen de nucleobase (espaciador D); una secuencia intercalada extendida que
comprende cuatro o més nucledtidos consecutivos o sustitutos de los nucledtidos que no
forman pares de bases de Watson-Crick; y cualquicr combinacién de los mismos.
Ademis, en algunas realizaciones las partes 3* de dos o més moléculas pueden unirse
entre sf a través de sus extremos 3°. Se ha descubierto que esta nueva subclase de
oligonucledtidos que no tienen un palindromo perfecto aun asi son capaces, como los
oligonucledtidos CpG de motivos combinados previamente descritos, de inducir altos
niveles de produccién de IFN, incluido el IFN tipo I (por ej., IFN-a, IFN-B) e IFN-y,

Los términos “palindromo” y, del mismo modo, “secuencia palindrémica”, en el
sentido en que se los emplea en la presente, s¢ refieren a una secuencia de dcidos
nucleicos que es su propio complemento inverso perfecto (es decir, una secuencia, tal
como ABCDEE’'D'C’'B’A’enlacual AyA',ByB', CyC',DyD’yE y E’ son bases
capaces de formar los pares de bascs tipicos de Watson-Crick, es decir, G-C, A-T y A-
U. En ¢l sentido en que se lo emplea en la presente, un “palindromo” en un sentido



10

15

20

25

30

WO 2005/042018 . PCT/US2004/036240
-22-

estricto excluye la secuencia intercalada o la estructura no nucledtida intercalada que no
participa en la formacién de los pares de bases tipicos de Watson-Crick.

Una “repeticién invertida”, en el sentido en que se utiliza el término en I
presente, se refiere a un palindromo imperfecto, es decir, a una secuencia de dcidos
nucleicos en la cual se encuentran ambos nucledtidos capaces de formar los pares de
bases y los nucledtidos tipicos de Watson-Crick, los andlogos nucledtidos u otras
estructuras que no participan en la formacitn de los pares de bases tipicos de Watson-
Crick (por ¢j., una secuencia tal como ABCDE-S-E’'D'C’'B’A’enlacusl AyA’,By
B, CyC’,DyD’yE yE’ son bases capaces de formar los pares de bascs tipicos de
Watson-Crick, y S es una secuencia no palindrémica, un conectador no nucleotidico o
un conectador abdsico (espaciador D). En ciertas realizaciones, los nucleétidos, los
andlogos nucledtidos u otras estructuras que no participan en la formacion de los pares
de bases tipicos de Watson-Crick interrumpen lo que scria un palindromo perfecto. En
ciertas realizaciones, los nucleétidos que no participan en la formacién de los pares de
bases tipicos de Watson-Crick pueden formar pares de bases que no sean de Watson-
Crick con otro nucleblido, por ejemplo, G-T. Un par de bases que no es de Watson-
Crick, en cl sentido en que se emplea el término en la presente, es cualquier par de
bases que no sea un par de bases de Watson-Crick, incluyendo a titulo ilustrativo, un
par de bases de Hoogsteen y un par de bases de los denominados de apareamiento
titubeante (wobble). En ciertas realizaciones, los nucleétidos que no participan en la
formacién de los pares de bases tipicos de Watson-Crick no estén apareados y no tienen
una base nucledtida o un andlogo de la base nucledtida con los cuales formar un par de
bases de Watson-Crick o que no sea de Watson-Crick, por ej., G opuesto a un
espaciador D. En ciertas realizaciones, los nucledtidos que no participan en la
formacion de pares de bases pueden formar pares de bases no esténdar con otro
nucledtido, por cj., la diaminopiridina puede formar un par de bases con la xantosina.

En una realizacion, el extremo 5" de un &cido nucleico oomimz.n con un motivo
inmunoestimulante escogido entre (TCG),N y RDCGY,Y:N. T es timina, C es citosina
no metilada, G es guanina, R es purina, D no es C, cada Y y Y3 es independientemente
una pirimidina, n es un entero entre 1 y 4, inclusive, y N es cualquier secuenciade 0 a
12 bases de longitud.

El extremo 3’ del dcido nucleico termina en una repeticién invertida capaz de
formar una estructura de horquilla o de tallo y asa. El término “termina” se refiere a una
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estructura ubicada en el extremo 3’ o cerca de éste. De este modo, el extremo de un
palindromo imperfecto puede estar ubicado en ¢l extremo 3’ real de la molécula o,
alternativamente, ¢l extremo 3' puede incluir 1 0 més nucledtidos adicionales que no
forman parte de Ia estructura de la repeticién invertide. Preferentemente, el extremo 3’
de la molécula incluye 3 0 menos nucledlidos que no forman parte de la estructura de la
repeticion invertida.

En una realizaci6n, una “repeticién invertida capaz de formar una estructura de
horquilla o de tallo'y asa™, en ¢l sentido en que se emplea en la presente, se refiere a una
secuencia de nucledtidos que forma un tallo o una horquilla ricos en GC que tiene de 2
a 10 pares de bases consecutivos de longitud e incluye, como minimo, una base no
aparcada o mal apareada. En realizaciones individuales, el tallo ricoen GCesde 2, 3, 4,
5,6, 7, 8,9 6 10 pares de bases consecutivos de longitud. En algunas realizaciones, el
tallo rico en GC incluye, como minimo, 2, 3 6 4 pares de bases G-C.

En una realizacién, una “repeticién invertida capaz de formar una estructura de
horquilla o de tallo y asa”, en el sentido empleado en la presente, se refiere a una
secuencia de nucledtidos que forma un tallo o una horquilla ricos en AT que tiene de 2
a 10 pares de bases consecutivos de longitud e incluye, como minimo, una base no
apareada o mal apareada. En realizaciones individuales, el tallo ricoen AT esde 2, 3, 4,
5,6, 7, 8,9 6 10 pares de bases consecutivos de longitud. En algunas realizaciones, el
tallo rico en AT incluye, como minimo, 2, 3 6 4 pares de bases A-T.

En algunos casos, al menos una base no apareada o mal apareada forma un
puente sobre los extremos del tallo o la horquilla. Esto puede permitir la formacién de
una estructura secundaria ya que ofrece un punto flexible en la molécula para que los
tallos formen pares de bases y una horquilla. Altemativamente, la base o las bases no
aparcadas o mal apareadas pueden estar dentro del tallo. Preferentemente, si la base mal
aparcada estd dentro del tallo, el tallo tiecne como minimo 3 pares de bases de longitud.
La base o las bases no aparcadas o0 mal apareadas pueden ser cualquier nucleétido. En
algunas realizaciones, la base o las bases no apareadas o mal apareadas son una T. Los
nuclestidos no apareados en los extremos de las cadenas dobles también se conocen
como nucledtidos salientes o extremos colganies que pueden estabilizar
significativamente la formacién de cstructuras dobles o la formacitn de horquitlas.
Freier SM y otros (1983) Effects of 3° dangling end stacking on the stability of GGCC
and CCGG double helixes. Biochemistry 22:6198-206.
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El écido nucleico también incluye un esqueleto parcialmente estabilizado que
incluye al menos un enlace fosfodiéster 5’-CpG-3'.

En algunos casos, la parte de doble cadena de la molécula también puede
contener pares de bases no naturales (no estindar) (por ej., diaminopiridina apareada
con xarntosina). Lutz MJ y otros (1998) Recognition of a non-standard base pair by
thermostable DNA polymerases. Bioorg Med Chem Lett 8:1149-52,

Las férmulas definen subgrupos de la clase de oligonucledtidos CpG que
demostraron tener excelentes propiedades inmunoestimulantes. En las férmulas 5° se
refiere al extremo 5° libre del oligonucledtido y 3° se refiere al extremo 3’ libre del
oligonucledtido.

Los oligonucledtidos pueden tencr uno o més extremos 5’ o 3 accesibles. En
algunas realizaciones, un extremo 3’ puede estar unido a otro extremo 3°. Debido a que
en Ia presente se ha descubierto y descrito la importancia de los motivos 5’ y 3°,
también es posible crear oligonucleétidos modificados que tengan dos de tales extremos
5 y 3'. Esto puede lograrse, por ejemplo, uniendo dos oligonucledtidos mediante un
enlace 3°-3° para generar un oligonucledtido que tenga dos extremos 5" accesibles. El
enlace 3’3’ o 5’5" puede ser un fosfodiéster, un fosforotioato o cualquier puente
internucledsidos modificado. Los métodos para lograr tales enlaces son conocidos en el
arte. Por ejemplo, dichos enlaces han sido descritos en Seliger H y otros (1991)
Oligonucleotide analogs with terminal 3'-3'- and 5'-5'-internucleotidic linkages as
antisense inhibitors of viral gene expression, Nucleosides & Nucleotides 10:469-77 y en
Jiang Z y otros (1999) Pseudo-cyclic oligonucleotides: in vitro and in vivo properties,
Bioorg Med Chem T:2727-35.

Adicionalmente, los ODN con enlaces 3'-3’ 6 5'-5° donde el enlace entre los
nucledsidos terminales 3° o 5° no es un fosfodiéster, un fosforotiloato u otro puente
modificado, pueden prepararse usando un espaciador adicional, como por ejemplo una
porcion fosfato de tri- o tetraetilenglicol (Durand M y otros (1992) Triple-helix
formation by an oligonucleotide containing one (dA)12 and two (dT)12 sequences _
bridged 5y two hexaethylene glycol chains, Biochemisiry 31:9197-204; Patente de los
EE.UU. N° 5.658.738 y Patente de los EE.UU. 5.668.265). Alternativamente, ¢l
conectador no nucleotidico puede obtenerse de etanediol, propanediol o de una unidad
de desoxirribosa (espaciador D) abésica (Fontanel ML y otros (1994) Sterical
recognition by T4 polynucleotide kinase of non-nucleosidic moieties 5*-attached to
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oligonucleotides, Nucleic Acids Res 22:2022-7) usando la quimica esténdar de la
fosforamidita. Los conectadores no nucleotidicos pueden incorporarse en una o en
militiples veces, o combinarse entre si para obtener la distancia deseada entre los
extremos 3’ de los dos ODN que se desea unir.

Un “conector no nucleotidico”, en el sentido empleado en la presente, se refiere
a cualquier elemento conectador que no sea un nucleétido o un polimero del mismo (es
decir, un polinucleétido), en el cual un nucledtido incluye una nucleobase de purina o
pirimidina y un _fosfato-uzﬁcnr. De este modo, un conectador no nucleotidico incluye un

“nucledtido abdsico (espaciador D), es decir, una unidad de fosfato-aziicar similar a un

nucledtido en la cual la nucleobase es reemplazada por un dtomo de hidrégeno. Un
conectador no nucleotidico puede ser un polictilenglicol, incluyendo a titulo ilustrativo
un trietilenglicol y un hexaetilenglicol.

En algunas realizaciones, ¢l oligonucledtido tiene una de las siguientes
estructuras: TCGTCGTTTTA (N° DE ID. DE LA SEC.: 41), CGGCGCCGTGCCG (N°
DE ID. DE LA SEC.: 19), CGGCGTCGTGCCG (N° DE ID. DE LA SEC.: 9),
TCGTCGTTTTACGGCGCCGTGCCG (N° DE ID. DE LA SEC.: 43),
TCGTCGTTTTACGGCGTCGTGCCG (N° DE ID. DE LA SEC.: 48),
T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G* (N°DE ID. DE
LA SEC.: 43), T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*C_G*T*G*C*C*G (N°
DE ID. DE LA SEC.: 43),
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N° DE ID. DE
LA SEC.: 43) y T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G
(N° DE ID. DE LA SEC.: 43).

El simbolo * se refiere a la presencia de un enlace internucledtidos estabilizado
y _ se refiere a la presencia de un enlace fosfodiéster.

Los oligonucledtidos inmunoestimulantes generalmente tienen una longitud que
oscila entre 6 y 100 nucletidos. En algunas realizaciones, la longitud oscila entre 6 y
40, 13y 100, 13y 40, 13 y 30, 15 y 50 6 15 y 30 nucledtidos o un rango de enteros
comprendido entre los mismos.

Los términos “dcido nucleico” y “oligonucledtido” se usan indistintamente para
referirse a maltiples nucledtidos (es decir. moléculas que incluyen un azicar (por ¢j.,
ribosa o desoxirribosa) unido a un grupo fosfato y a una base orgdnica intercambiable,
la cual es un pirimidina sustituida (por ¢j., citosina (C), timina (T) o uracilo (U)) o una
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purina sustituida (por ej., adenina (A) o guanina (G)). En ¢l sentido empleado en la
presente, los términos “deido nucleico™ o “oligonucledtide” se refieren tanto a los
oligorribonucledtidos como a los oligodesoxirribonuclestidos. Los términos “dcido
nucleico” y “oligonucleétido” también incluyen los polinucledsidos (es decir, un
polinucledtido menos el fosfato) y a cualquier otra base orgénica que contenga un
polimero. Las moléculas de 4cido nucleico pueden oblenerse a partir de las fuentes de
dcido nucleico existentes (por ej., gendmicas o0 ADNc), pero son preferentemente
sintéticas (por ej., producidas por sintesis de écidos nucleicos).

Los términos “4cido nucleico” y “oligonucledtido™, en el sentido empleado en la
presente, incluyen tanto las moléculas de dcido nucleico y los oligonuclestidos de la
invencién como los andlogos oligonucledtidos de la invencion. Los términos
“oligodesoxinucledtido” y su equivalente “ODN™, en el sentido en el cual se los emplea
en la presente, incluirdn tanto los oligodesoxinucleétidos de la invencion como los

-andlogos oligodesoxinucledtidos de la invencién

Los términos “deido nucleico” y “oligonucleétido™ también incluyen los dcidos
nucleicos o los oligonucleétidos con sustituciones o modificaciones, como sucede en las
bases y/o en los aziicares. Por ¢jemplo, incluyen los écidos nucleicos que tienen
azlicares como esqueleto que estiin unidos covalentemente a grupos orgénicos de bajo
pe;io molecular que no sean un grupo hidroxilo en la posicién 2 y que no sean un grupo
fosfato o un grupo hidroxi en la posicién 5*. De este modo, los dcidos nucleicos pueden
incluir un grupo ribosa 2'-b-alquilldo. Ademids, los 4cidos nucleicos modificados
pueden incluir azicares, tales como arabinosa 6 2°-fluorcarabinosa, en lugar de ribosa.
Ast, los dcidos nucleicos pueden ser heterogéneos en cuanto a la composicion del
esqueleto y contener cualquier combinacion posible de unidades de polimero unidas
entre sl, tales como écidos péptido-nucleicos (que tienen un esqueleto similar a un
péptido con bases de dcido nucleico). A continuacién se describen otros ejemplos en
mayor detalle.

Los oligonucledtidos inmunoestimulantes de la presente invencién pueden
incluir diversas modificaciones y sustituciones quimicas, en comparacién con el ARN y
el ADN naturales, que incluyen un puente internucleésidos fosfodiéster, una unidad p-
D-ribosa y/o una base nucleésida natural (adenina, guanina, citosina, timina, uracilo).
Los expertos en ¢l arte conocen ¢jemplos de modificaciones quimicas, las cuales
también se describen, por ejemplo, en Uhimann E y otros (1990) Chem Rev 90:543;
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“Protocols for Oligoriucleotides and Analogs™ Synthesis and Properties & Synthesis and
Analytical Techniques, S. Agrawal, Ed, Humana Press, Totowa, USA 1993; Crooke ST
y otros (1996) Annu Rev Pharmacol Toxicil 36:107-29; y Hunziker J y otros (1995)
MMMh Methods 7:331-417. Un oligonucleétido de acuerdo con la invencion puede
tener una o mds modificaciones, cada una de las cuales sc ubica en un puente
intemucledsidos fosfodiéster en particular y/o en una unidad de B—D;ribosa en particular
y/o en la posicién de una base de nucledsido natural en particular, a diferencia de un
oligonucletidos de la misma secuencia que estd compuesto por ADN o ARN naturales.

Por ejemplo, los oligonucledtidos pueden incluir una o més de modificaciones,
cada-una de las cuales se escoge independientemente de:

a) el reemplazo de un puente internucledsidos fosfodiéster ubicado en ¢l extremo

3’ y/o 5° de un nucledsido por un puente internucledsidos modificado;

b) el reemplazo de un puente fosfodiéster ubicado en el extremo 3' y/o 5° de un
nucledsido por un puente desfosfo;

c) el reemplazo de una unidad fosfalo-aziicar del esqueleto de fosfato-azGcar por
otra unidad;

d) el reemplazo de una unidad de f-D-ribosa por una unidad de azGcar modificado;

y
€) el reemplazo de una base de nucledsido natural por una base de nuclessido

modificado.

Algunos ejemplos més detallados de la modificacién quimica de un
oligonucledtido son los siguientes:

Los oligonucletidos pueden incluir enlaces i.ntemucleétidos modificados, tales
como los que se describen en los puntos a o b precedentes. Estos enlaces modificados
pueden ser parcialmente resistentes a la degradacién (por ej., estin estabilizados). Una
“molécula de oli_gonucleétido estabilizado” significa un oligonucledtido que es
relativamente resistente a la degradacién in vivo (por ejemplo a través de una
exonucleasa o una endonucleasa) que surge de dichas modificaciones. Los
oligonucledtidos que tienen enlaces fosforotioato, en algunas renliznoioﬁeu, pueden
brindar una actividad méxima y. proteger al oligonucledtido de la degradacion
producida por las exonucleasas y las endonucleasas intracelulares.

Un puente internucledsidos fosfodiéster ubicado en el extremo 3° y/o en el
extremo 5' de un nucledsido puede reemplazarse por un puente internucledsidos
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modificado, en el cual el puente intermucledsidos modiﬁca;io se escoge, por ejemplo,
entre puentes de fosforotioato, fosforoditioato, NR'R2-fosforamidato, boranofosfato, a-
hidroxibencil fosfonato, fosfato{C,-C;1)-O-alquil-¢ster, fosfato-[(Cs-Ci2)aril{C,Cz)-
O-alquil]éster, (C,-Cs)alquilfosfonato y/o (Cs-Ci2)arilfosfonato, (C;-Ci2)-a-
hidroximetil-arilo (por €j., divulgado en la WO 95/01363), donde (Cs-C)3)arilo, (Cs-
Cao)erilo y (Cs-Ci4)arilo estn opcionalmente sustituidos por halégeno, alquilo, alcoxi,
nitro, ciano y donde R! y R? son, independientemente entre si, hidrégeno, (C;-Cs)-
alquilo, (Cs-Cx)-arilo, (Cs-Cy4)-arilo{C,-Cs)-alquilo, preferentemente hidrégeno, (C;-
Cy-alquilo, preferentemente (C;-Cq)-alquilo y/o metoxietilo, o R' y R? forman, junto
con ¢l dtomo de nitrégeno que los contiene, un anillo heterociclico de 5 a 6 miembros
que adicionalmente puede contener otro heterodtomo del los grupos O, S y N.

El reemplazo de un puente fosfodiéster ubicado en el extremo 3° y/o 5’ de un
nucledsido por un puente desfosfo (los puentes desfosfo se describen, por ejemplo, en
Uhimann E y Peyman A en “Methods in Molecular Biology”, Vol. 20, “Protocols for
Oligonucleotides and Analogs”, S. Agrawal, Ed. Humana Press, Totowa 1993, Chapter
16, pp. 355 fT), donde un puente desfosfo se escoge, por ejemplo, entre los puentes
desfosfo de los grupos formacetal, 3’-tioformacetal, metilthidroxilamina, oxima,
metilendimetil-hidrazo, dimetilensulfona y/o sililo.

Una unidad de fosfato-azicar (es decir, un puente internucledsidos de p-D-
ribosa y fosfodiéster que juntos forman una unidad de fosfato-aziicar) del esqueleto de
fosfato-aziicar (es decir, un esqueleto de fosfato-aziicar estd compuesto de unidades de
fosfato-azicar) puede reemplazarse por otra unidad, donde la otra unidad es, por
ejemplo, apta para construir un oligémero “derivado morfolino™ (como el descrito, por
ejemplo, en Stirchak EP y otros (1989) Nucleic Acids Res 17:6129-41), que es, por gj.,
el recmplazo por una unidad de derivado morfolino; o para construir un écido nucleico
de poliamida (“PNA”, como se describe, por ejcmplo, en Nielsen PE y otros (1994)
Bioconjug Chem 5:3-T), es decir, por ¢j., el reemplazo por una unidad de esqueleto de
PNA, por ej., por 2-aminoetilglicina. El oligonucleétido puede tener otras
modificaciones y reemplazos en el esqueleto de carbohidrato, tales como dcidos
péptido-nucleicos con grupos fosfato (PHONA), dcidos nucleicos cerrados (LNA) y
oligonucledtidos que tienen secciones del esqueleto con conectadores alquilo o
conectadores amino. El conectador alquilo puede cstar ramificado o no ramificado,
sustituido o no sustituido y pucde ser quiralmenie puro o una mezcla racémica.
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Se pueden reemplazar una unidad de p-ribosa o una unidad de p-D-2'- -
desoxirribosa por una unidad de azGcar modificado, donde la unidad de aziicar
modificado se escoge, por ejemplo entre B-D-ribosa, a-D-2"-desoxirribosa, L-2’-
desoxirribosa, 2'-F-2’-desoxirribosa, 2’-F-arabinosa, 2’-0-(C,-Cg)alquil-ribosa,
preferentemente 2°-0-(C;-Cg)alquil-ribosa es 2°-O-metilribosa, 2’-0-(Cx-Cs)alquenil-
ribosa, 2'-0~(C)-Cg)alquil-O~(C,Cs)alquilJribosa, 2'-NH;-2"-desoxirribosa, B-D-xilo-
furanosa, a-arabinofuranosa, 2,4-didesoxi-p-D-eritro-hexo-piranosa y carbociclos
(descritos, por cjemplo, en Frochler (1992) J Am Chem Soc 114:8320) y/o anélogos de
cadena abierta del aziicar (descritos (por ejemplo, en Vandendriessche y otros (1993)
Tetrahedron 49:7223) y/o anélogos bicicloazicar (descritos, por ejemplo, en Tarkov M
y otros (1993) Helv Chim Acta 76:431).

En algunas realizaciones, el aziicar es 2’-O-metilribosa, particularmente pars
uno o ambos nucleétidos unidos por un enlace fosfodiéster o por un enlace
internucledsidos similar a un fosfodidster.

Los écidos nucleicos también incluyen purinas y pirimidinas sustituidas tales
como bases modificadas de C-5 propina pirimidina y de 7-deaza-7-sustituida-purina.
Wagner RW y otros (1996) Nat Biotechnol 14:840-4. Las purinas y las pirimidinas
incluyen, a tltulo ilustrativo, adenina, citosina, guanina, timina y uracilo y otras
nucleobases naturales o no naturales, y fragmentos arométicos sustituidos y no
sustituidos.

Una base modificada es cualquier base que sea quimicamente diferente de las
bases naturales que tipicamente se encuentran en ¢l ADN y en el ARN, tales como T, C,
G, A y U, pero que comparten estructuras quimicas bdsicas con dichas bases naturales.
La base de nucledsido modificada puede escogerse, por ejemplo, entre hipoxantina,
uracilo, dihidrouracilo, pseudouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, S-aminouracilo, 54C-
Cs)-alquiluracilo, 5(C-Ce)-alqueniluracilo, 5-(C2-Ce)-alquiniluracilo, 5-
(hidroximetil)uracilo, 5-clorouracilo, 5-flucrouracilo, 5-bromouracilo, 5-
hydroxicitosina, 5-(C>-Ce)-alquilcitosina, 5-(C2-Ce)-alquenilcitosina, 5{C;-Cg)-
alquinilcitosina, 5-clorocitosina, 5-fluorocitosina, 5-bromocitosina, N>-dimetilguanina,
2,4-diaminopurina, 8-azapurina, una 7-desazapurina sustituida, preferentemente 7-
deaza-7-sustituida y/o 7-deaza-8-sustituida purina, 5-hidroximetilcitosina, N4-
alquilcitosina, por ¢j., Nd-ctilcitosina, S-hidroxidesoxicitidina, 5-
hidroximetildesoxicitidina, N4-alquildesoxicitidina, por ej., Nd-etildesoxicitidina, 6-
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tiodesoxiguanosina y desoxinucledsidos de nitropirrol, C5-propinilpirimidina y
diaminopurina, por €j., 2,6-diaminopurina, inosina, 5-metilcitosina, 2-nminopu1:ina, 2-
amino-6-cloropurina, hipoxantina u otras modificaciones de bases de nucledsidos
naturales. Esta lista es a titulo ilustrativo y no constituye una limitacién.

En las férmulas en particular aquf descritas se pueden incorporar bases
modificadas. Por ejemplo, una citosina puede reemplazarse por una citosina
modificada. Una citosina modificada, en el sentido en que sec emplea en la presente, es
un anilogo con base de pirimidina natural o no natural de la citosina, que puede
reemplazar a esta base sin afectar la actividad inmunoestimulante del oligonucledtido.
Entre las citosinas modificadas se incluyen, a titulo ilustrativo, cilosinas sustituidas en
la posici6n 5 (por €j., 5-metilcitosina, S-fluorocitosina, 5-clorocitosina, 5-
bromocitosina, 5-yodocitosina, 5-hidroxicitosing, 5-hidroximetilcitosina, 5-
difluorometilcitosina y 5-alquinilcitosina sustituida o no sustituida), citosinas
sustituidas en la posicion 6 (por ej., 6-hidroxicitosina) citosinas sustituidas en la
posicion N4 (por ej., N4-etilcitosina), 5-azacitosina, 2-mercaptocitosina, isocitosina,
pseudoisocitosina, andlogos de la citosina con sistemas de anillos condensados (por ej.,
N,N’-propilencitosina o fenoxacina) y uracilo y sus derivados (por ¢j., 5-fluorouracilo,
S-bromouracilo, 5-bromoviniluracilo, 4-tiouracilo, 5-hidroxiuracilo, 5-propiniluracilo).
Algunas de las citosinas preferidas son 5-metilcitosina, 5-fluorocitosina, 5-
hidroxicitosina, 5-hidroximetilcitosina y N4-etilcitosina. En otra realizacién de la
invencidn, la base de citosina se sustituye por una base universal (por ej., 3-nitropirrol,
base P), un sistema de anillos arométicos (por ¢j., fluorobenceno o difluorobenceno) o
un dtomo de hidrégeno (espaciador D).

Una guanina puede reemplazarse por una base de guanina modificada. Una
guanina modificada, en el sentido en que sc utiliza en la presente, es un andlogo con
base de purina natural o no natural de la guanina que puede reemplazar a esta base sin
afectar la actividad inmunoestimulante del oligonucledtido. Las guaninas modificadas
incluyen, a titulo ilustrativo, 7-deazaguanina, 7-deazaguanina sustituida en la posicién 7
(como 7-deaza-7-{C2-C6)alquinilguanina), 7-deazaguanina sustituida en la posicién 8,
hipoxantina, guaninas sustituidas en la posicion N2 (por ej., N2-metilguanina), 5-
amino-3-metil-3H,6H-tiazolo[4,5-d]pirimidina-2,7-diona, 2,6-diaminopurina, 2-
aminopurina, purina, indol, adenina, adeninas sustituidas (por ¢j., N6-metiladenina, 8-
oxoadenina), guanina sustituida en la posicién 8 (por ¢j., 8-hidroxiguanina y 8-
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bromoguanina) y 6-tioguanina. En otra realizacién de la invencién, la base de guanina
se su.stiluye por una base universal (por ej., 4-metilindol, 5-nitroindol y base K), un
sisterha de anillos aromaticos (por ej., bencimidazol o diclorobencimidazol, 1-metil-1H-
[1.2,4]triazol-3-dcido carboxilico amida) o un dtomo de hidrégeno (especiador D).

En una realizacion, tanto la C como la G de un dinucleétido CG son bases de
citosina y guanina sin modificar, respectivamente. En una realizacién, la C de un
dinucledtido CG no estd metilada.

Para usarlos en la presente invencién, los oligonucledtidos de la invencién

- pueden sintetizarse de nove usando cualquier nimero de procedimientos bien conocidos

en el arte, por cjemplo, el método de la p-cianoetil fosforamidita (Beaucage SL y otros
(1981) Tetrahedron Lett 22:1859); o el método del nucledsido H-fosfonato (Garegg y
otros (1986) Tetrahedron Leit 27:4051-4; Frochler BC y otros (1986) Nucleic Acids Res
14:5399-407; Garegg y olrc'vs (1986) Teirahedron Leti 27:4055-8; Gaffhey y otros
(1988) Tetrahedron Lett 29:2619-22). Estas quimicas pueden llevarse a cabo usando
una variedad de sintetizadores autométicos de écidos nucleicos de uso comercial. Estos
oligonucledtidos se denominan oligonucleétidos sintéticos. Un oligonucledtido aislado
generalmente se refiere a un oligonucleétido que estd separado de los componentes a
los cuales normalmente estd asociado naturalmente. Por ejemplo, un oligonucledtido
aislado puede ser un oligonucleétido que esté separado de una célula, de un niicleo, de
la mitocondria o de la cromatina.

Los esqueletos modificados, tales como los fosforotioatos, pueden sintetizarse
mediante técnicas automdticas que emplean quimicas del fosforamidato o del H-
fosfonato. Se pueden realizar erilfosfunatos y alquilfosfonatos, por'ej., de la manera
descrita en la Patente de los EE.UU. No. 4,469.863; y sc pueden prepa.rar
alquilfosfotriésieres (en los cualcs Ia fraccion de oxigeno cargada estd alquilada de la
manera descrita en la Patente de los EE.UU. No. 5,023,243 y la Patente Europea No.
092,574) mediante la sintesis automatizada de fase s6lida usando los reactivos de uso
comercial. Se han descrito los métodos para hacer otras modificaciones y sustituciones
en el esqueleto del ADN (por ¢j., Uhlmann E y otros (1990) Chem Rev 90:544;
Goodchild J (1990) Biacornjugate Chem 1:165).

Los oligonucledtidos inmunoestimulantes también pueden contener uno o mds
enlaces inusuales entre las fracciones de nucledtidos o andlogos nucledtidos. El enlace
intemucledsidos habitual es el enlace 3°-5°. Todos [os demés enlaces se consideran
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enlaces internucledsidos inusuales, tales como los enlaces 2°5'-, §°5'-, 3'3°-,2"2'-y
2'3"-, Por lo tanto, la nomenclatura 2° a 5° sc escoge en funcién del 4tomo de carbono
de la ribosa. No obstante, si se emplean fracciones de aziicar no natural, como los
a;lélogos de azdcares de anillo expandido (por ¢j., hexanosa, ciclohexano y piranosa) o
los andlogos de aziicares biciclicos o triciclicos, esta nomenclatura cambia en funci6n
de la nomenclatura del monémero. En los andlogos 3'-desoxi-B-ribopiranosa (también
llamada (ADN-p), los mononuclestidos estdn conectados, por ¢j., mediante un enlace
42",

Si ¢l nucleétido contiene un enlace 3'3, el andlogo de este nucléotido
tipicamente tendrd dos extremos 5’ no unidos. Del mismo modo, si el nucledtido
contiene un enlace 5°5°, el andlogo de este oligonucléétido tipicamente tendré dos
extremos 3' no unidos. La accesibilidad de los extremos no unidos de los nucleétidos
pucde mejorarse a través de sus receptores. Ambos tipos de los enlaces habituales (3'3°-
y 5'5'-) fueron descritos por Ortigao JF y otros (1992) Antisense Res Dev 2:129-46,
donde se informé que los oligonucledtidos que ticnen un enlace 3’3’ tienen una mejor
estabilidad para facilitar la separacién por parte de las nucleasas.

También se pueden combinar diferentes tipos de enlaces en una molécula, lo
cual puede dar origen a la ramificacién del oligémero. Si una parte del oligonucleétido
estd conectada en el extremo 3’ a través de un enlace 3'3’° a la segunda parte de un
oligonucledtido y en el extremo 2’ a través de un enlace 2'3' a la tercera parte de la
molécula, se produce, por ej., un oligonucledtido ramificado con tres extremos 5°
(ramificado en 3'3'-, 2'3"-),

En principio, los enlaces entre las diferentes paries de un oligonucleétido o entre
diferentes oligonucleétidos, respectivamente, puede producirse a través de todas las
partes de la molécula, en tanto esto no afecte negativamente su reconocimiento por
parte de su receptor. De acuerdo con la naturaleza del écido nucleico, el enlace puede
incluir la fraccién azGcar (Su), la nucleobase heterociclica (Ba) o el esqueleto -de fosfato
(Ph). Ast, son posibles los enlaces del tipo Su-Su, Su-Ph, Su-Ba, Ba-Ba, Ba-Su, Ba-Ph,
Ph-Ph, Ph-Su y Ph-Ba. Si se modifican aiin més los oligonu¢ledtidos por medio de
ciertos sustituyentes no nucleotidicos, los enlaces pueden producirse a través de las
partes no modificadas de los oligonucledtidos. Estas modificaciones incluyen también
dcidos nucleicos modificados, por ej.: PNA, LNA o anédlogos-oligonucledtidos
morfolino.
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Los enlaces estin preferentemente compuestos por C, H, N, O, S, B, Py
haiégeno, que contienen de 3 a 300 &tomos. Un ejemplo de 3 dtomos es un enlace acetal
(ODN1-3’-0-CH,-0-3"-ODN2; Froehler y Matteucci) que conecta, por ej., el grupo 3’-
hidroxi de un nucledtido con el grupo 3°-hidroxi de un segundo oligonuclestido. Un
ejemplo de aproximadamente 300 dtomos es el PEG-40 (tetraconta polietilenglicol).
Los enlaces preferidos son los enlaces fosfodiéster, fosforotioato, metilfosfonato,
fosforamidato, boranofosfonato, amida, éter, tioéter, acetal, ticacetal, urea, tiourea,
sulfonamida, base de SchifT y disulfuro. Otra posibilidad es usar el sistema de
bioconjugacién Solulink BioConjugation System (TriLink BioTechnologies, San Diego,
CA).

Si el oligonucledtido estd compuesto de dos o mds partes de una secuencia, estas
partes pueden ser idénticas o diferentes. Asl, en un oligonucledtido con un enlace 3'3",
las secuencias pueden ser idénticas, por ¢j., 5’-ODN1-3'3'-0ODN|-5", o diferentes, por
¢j., 5’-ODN1-3'3'-ODN2-5". Ademds, la modificacién quimica de las diversas partes
del oligonucleétido como del conectador que las conecta puede ser diferente. Como la
captacién de los oligonucleétidos cortos parece ser menos eficaz que la de los
oligonucledtidos largos, el enlace de dos o més secuencias cortas mejora la
inmunoestimulacién. La longitud de los oligonucleétidos es prefereniemente de 2 a 20
nucledtidos, més preferentemente de 3 a 16 nucledtidos, pero més preferentemente de 5
a 10 nucleétidos. Se prefieren los oligonucledtidos que tienen dos o miis extremos 5° no
unidos. '

Las secuencias parciales de oligonucledtidos también pueden unirse mediante
conectadores no nucleotidicos, en particular, mediante conectadores abdsicos
(espaciadores D), unidades de trietilenglicol o unidades de hexaetilenglicol. Otros
conectadores son los alquilamino, tales como los conectadores C3, C6 y C12 amino, y
también los conectidores alquiltiol, tales como los conectadores C3 o C6 tiol. Los
oligonucledtidos también pueden unirse mediante residuos arométicos que pueden
sustituirse por grupos alquilo o alquilo sustituido.

Leos oligonucledtidos también pucden contener una unidad duplicadora o una
unidad triplicadora (Glen Research, Sterling, VA), en particular los oligonucleétidos
con un enlace 3’3". La unidad duplicadora de una realizacién puede basarse en 1,3-bis-
[5-(4,4’-dimetoxitritiloxi)pentilamido]propil-2-[(2-ciancetil)-(N,N-diisopropil)]-
fosforamidita. La unidad triplicadora de una realizacién puede basarse en la
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incorporacion de Tris-2,2,2-[3-(4,4’<dimetoxitritiloxi)]propiloximetil]etil-[(2-cianoetil)-
{N,N’diisopropil))-fosforamidita. La ramificacién de los oligonucledtidos mediante
miltiples unidedes duplicadoras, triplicadoras u otros multiplicadores produce
dendrimeros que son otra realizacién de la presente invencién. Los oligonucledtidos
también pueden contener unidades conectadotas que surgen de los reactivos que
modifican a los péptidos o de reactivos que modifican a los oligonucleétidos (Glen
Research, Sterling, VA). Ademds, los conectadores pueden contener uno o més residuos
aminodcidos naturales o no naturales, que se conectan a través de enlaces péptidos
(amida).

Otra posibilidad para unir los oligonucleétidos es a través del enlace cruzado de
las bases heterociclicas (Verma S y otros (1998) Annu Rev Biochem 67:99-134; pigina
124). Incluso, otra posibilidad es la de realizar el enlace a través de la fraccién de
aziicar de una parte de la secuencia con una base heterociclica de otra parte de la
secuencia (Iyer y otros (1999) Curr Opin Mol Therapeuiics 1:344-58; pégina 352).

Los diferentes oligonucleétidos que contienen enlaces inusuales se sintetizan
mediante fos métodos conocidos y pueden unirse entre sf en linea durante la sintesis de
fase sélida. Alternativamente, se pueden unir entre si después de la sintesis de las
secuencias parciales individuales.

Los oligonucledtidos fosforotioato CpG con potente actividad estimulante en el
sistema de ratdn tienden a tener una menor actividad en células inmunitarias humanas y
de otras especies que no sean roedores. EI ADN que contiene estos motivos (TCG).N o
RDCGY YN estimuld potentemente las células de sangre periférica humanas para
producir IFN-a.

Se ha descubierto de atuerdo con Ja invencién que los subgrupos de
oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG poseen significativos efectos
inmunoestimulantes sobre las células humanas, tales como PBMC, lo cual sugiere que
estos oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG son eficaces agentes terapéuticos como
vacunas humanas, inmunoterapia para el céncer, inmunoterapia para .el asma,
mejornl:ni;snto general de 1a funcién inmunitaria, mejoramiento de la recuperacién
hematopoyética después de la radioterapia o la quimioterapia y otras aplicaciones
moduladoras del sistema inmunitario.

. En el sentido con que se utiliza en la presente, los términos tratar, tratado o
tratamiento, cuando se los utiliza respecto de trastomos tales como una enfermedad
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infecciosa, céncer, alergia o asma, se refiere a un tratamiento profiléctico que aumenta
la resistencia de un sujeto al desarrollo de la enfermedad (por ¢j., a la infeccion causada
por un patdgeno) o, en otras palabras, reduce la probabilidad de que el sujeto desarrolle
la enfermedad (por ¢j., que se infecte con el patégeno), como también n-l tratamiento
después de que el sujeto ha desarrollado Ia enfermedad a fin de combatirla (por €j., para
reducir o erradicar la infeccién) o para impedir que la enfermedad empeore.

Asl, los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG son (tiles en algunos
aspectos de la invencién como vacuna para el tratamiento que tiene o estd en riesgo de
desarrollar alergia o asma, una infeccién causada por un organismo infeccioso, o un
céincer en el cual se haya identificado un antigeno especifico del céncer. De este modo,
los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG pueden administrarse a un sujeto junto
con un antfgeno o un alergeno para cl tratamiento de una infeccién, alergia, asma o
céncer. Altemativamente y ademds, los oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG
pueden administrarse también solos, sin ¢l antigeno o el alergeno, como proteccion
contra la infeccién, alergia o céncer o pueden administrarse con otros agentes
terapéuticos. Los oligonucle6tidos inmunoestimulantes CpG también pueden
administrarse con otros :;genl terapéuticos. La administracién de dosis repetidas
puede ofrecer proteccién a més largo plazo.

En el sentido empleado en la presente, un sujeto en riesgo es un sujeto que tiene
cualquier riesgo identificable de exposicion a un patégeno capaz de causar una
infeccidn o a un alergeno o en riesgo de desarrollar céncer. Por ejemplo, un sujeto en
riesgo de desarrollar una infeccién puede ser un sujcto que tiene previsto viajar a una
zona donde se encuentra un tipo particular de agente infeccioso, o puede ser un sujeto
que a causa de su estilo de vida o de algiin procedimiento médico esté expuesto a
liquidos corporales que pueden contener organismos infecciosos o directamente al
organismo, o puede ser cualquier sujeto que viva en una regién donde se ha identificado
un organismo infeccioso o un alergeno. Los sujetos en riesgo de desarrollar una
infeccién también incluyen las poblaciones generales a las cuales las agencias médicas
recomiendan vacunarse con un antigeno contra un organismo infeccioso en particular.
Si el antigeno es un alergeno y el sujeto desarrolla respuestas alérgicas a ese antigeno
en particular y el sujetlo puede estar expuesto al antigeno, por €j., durante la estacion del
polen, el sujeto tiene riesgo de desarrollar una respuesta alérgica. Un sujeto en riesgo de
desarrollar una alergia 0 asma incluye aquellos sujetos que se han identificado como
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alérgicos o asméticos pero que no padecen la enfermedad activa durante el tratamiento
conel oligonuqleétido inmunoestimulante CpG. Un sujeto en riesgo de desarrollar una
alergia o-asma también incluye a los sujetos considerados en riesgo de desarrollar estas:
enfermedades a causa de factores genéticos o ambientales.

Un sujeto en riesgo de desarrollar un céincer es aquél que tiene una alta
probabilidad de desarrollar céncer. Estos sujetos incluyen, por ejemplo, los sujetos que
tienen una anomalla genética, y que se haya demostrado que dicha presencia tiene una
relacién correlativa con una mayor probabilidad de desarrollar un céncer, los sujetos
expuestos a agentes asociados al cincer, tales como tabaco, amianto u otras toxinas
quimicas, y los sujetos previamente tratados a causa de un cdncer y que se encucntran
en una etapa de remisién aparente. Cuando un sujeto en riesgo de desarrollar un céncer
recibe tratamiento con un oligonuclestido inmunoestimulante CpG y opcionalmente
con un antfgeno especifico contra el tipo de cAncer que el sujeto ticne riesgo de
desarrollar, el sujeto puede estar en condiciones de combetir las células cancerosas a
medida que se desarrollan. Si se comienza a formar un tumor en el sujeto, el sujeto
desarrollard una respuesta inmunitaria innata o una respuesta inmunitaria especifica
contra el antigeno del tumor,

Ademés del uso de los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG como
tratamiento profilictico, la invencion también se refiere al uso de los oligonucledtidos
inmunoestimulantes CpG para el tratamiento de un sujeto que padece una infeccién,
alergia, asma o un céncer.

Un sujeto que tiene una infecci6n cs aquél que ha estado expuesto a un patégeno
infeccioso y tiene niveles detectables agudos o crénicos del patdgeno en el organismo.
Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG pucden usarse con o sin un antigeno u
otro agente terapéutico para provocar una respuesta inmunitaria sistémica o de la
mucosa innata o especifica frente al antigeno capaz de reducir el nivel o de erradicar el
patégeno infeccioso. En el sentido empleado en la presente, una enfermedad infecciosa
es aquella que surge como consecuencia de la presencia de un microorganismo extrafio
e:ll el organismo. Es particularmente importante para desarrollar estrategias y
tratamiéntos eficaces con vacunas para proteger a las superficies de las mucosas del
organismo, que son ¢! lugar primario por el cual ingresan los patogenos.

Un sujeto que tiene una alergia es aquél capaz de desarrollar una reaccién
alérgica en respuesta a un alergeno. Una alergia se refiere a la hipersensibilidad
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adquirida a una sustancia (alergeno). Las afecciones alérgicas incluyen, a titulo
ilustrativo, eczema, rinitis alérgica o coriza, fiebre del heno, conjuntivitis, asma
bronquial, asma alérgico, urticaria (ronchas), alergia a alimentos y otras afecciones
atdpicas,

Las alergias en general son causadas por la generacién de anticuerpos IgE contra
alergenos inocuos. Las citoquinas que induce la administraci6n sistémica o mucosa de
oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG son predominantemente del tipo
denominado Th1 (por ej., IL-12, IP-10, IFN-a ¢ IFN-y) y éstas inducen respuestas
inmunitarias tanto humorales como celulares. El otro tipo importante de respuesta '
inmunitaria, que estd asociado con la produccion de citoquinas 1L-4 ¢ IL-5, se
denomina respuesta inmunitaria Th2. En general, las enfermedades alérgicas estin
mediadas por respuestas inmunitarias tipo Th2. En base a la capacidad de los
oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG descritos en la presente de modificar la
respuesta inmunitaria de un sujeto, de una respucsta Th2 predominante (la cual esta
asociada con la produccidn de anticuerpos IgE y alergia) a una respuesta equilibrada
entre los tipos Th2/Th1 (la cual protege contra las reacciones alérgicas), se pﬁede
administrar una dosis de oligonucledtido inmunoestimulante CpG eficaz para inducir
una respuesta inmunitaria a un sujeto para tratar ¢l asima y la alergia.

De este modo, los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG tienen una
actividad terapéutica significativa para el tratamiento de las afecciones alérgicas y el
asma. Los niveles de citoquinas Th2, especialmente IL-4 e IL-5, estdn elevados en las
vias respiratorias de los sujetos asméticos. Estas citoquinas promueven importantes
aspectos de 1a respuesta inflamatoria asmitica, entre las que se incluyen el cambio de
isétopo del IgE, la quimiotaxis y la activacién de los eosindfilos y el crecimiento de los
mastocitos. Las citoquinas Thl, especialmente el IFN-y y la 1L-12, pueden suprimir la
formecion de clones de Th2 y la produccion de citoquinas Th2. El asma se refiere a un
trastorno del aparato respiratorio que se caracteriza por inﬂﬁmacién, &stwohupiento de
las vias respiratorias y aumento de la reactividad de las vias respiratorias a los agéntes
inhalados. El asma frecuentemente, aunque no en forma exclusiva, cstd asociado con
sintomas atdpicos o alérgicos. Asl, el asma incluye el asma alérgico y el asma no
alérgico. _

Un sujeto que tiene cdncer es aquél que tiene células cancerosas detectables. El

céncer puede ser maligno o no maligno. Entre los cénceres o tumores se incluyen, a

v
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titulo ilustrativo, céncer de vias biliares, cdncer de cerebro, cincer de mama, céncer de
cuello uterino, coriocarcinoma, céncer de colon, cincer de endometrio, céncer de
es6fago, cancer géstrico, neoplasmas intracpiteliales, cdncer de higado, céncer de
pulmén (por €j., de células pequefias y no de células pequefias), melanoma,

neuroblastomas, cdncer de cavidad oral, céncer de ovario, cdncer de pincreas, cincer de ]

prostata, céncer rectal, sarcomas, céncer de piel, cdncer de testiculo, céncer de tiroides y
ciincer renal, como también otros carcinomas y sarcomas. En una realizacién, el cdncer
¢s tricoleucemia, leucemia mielégena cronica, leucemia de linfocitos T cuténea,
micloma maltiple, linfoma folicular, melanoma maligno, carcinoma de células
escamosas, carcinoma de células renales, carcinoma de préstata, carcinoma de células
vesicales o carcinoma de colon,

Se entiende por sujeto cualquier ser humano o animal vertebrado, incluyendo a
titulo ilustrativo perro, caballo, vaca, cerdo, oveja, cabra, pavo, pollo, primates, por ej.,
mono, y peces (especies de cultivo acudtico), por ej., salmén. De este modo, los
compuestos pueden usarse para traiar cdnceres y tumores, infecciones y alergia/asma en
sujetos humanos y no humanos. El céncer es una de las principales causas de muerte en
los animales domésticos (por ej., gatos y perros). )

En los casos en los que el oligonucledtido CpG se administra con un antigeno, el
sujeto puede estar expuesto al antigeno. En el sentido con el que se lo utiliza en la
presente, “expuesto a” significa el paso activo por ¢l cual sc pone al sujeto en contacto
con un antigeno o la exposicién pasiva del sujeto al antigeno m vivo. Los métodos de
exposicién activa de un sujeto 8 un antigeno son conocidos en ¢l arte. En general, el
antigeno se administra directamente al sujeto por cuslquier medio, ya sea por via
intravenosa, intramuscular, oral, transdérmica, mucosa, intranasal, int;atmquell (1]
subcutdnea. El antigeno puede administrarse en forma sistémica o local. Los métodos
para administrar ¢l antlgeno y el oligonucledtido inmunoestimulante CpG se describen
en més detalle més adelante. Un sujeto puede estar pasivamente expuesto a un antigeno
si el antigeno estd disponible para su exposicion por parte de las células inmunitarias
del organismo. Un sujeto puede estar pasivamente expuesto a un antigeno, por ¢jemplo,
cuando ingresa un patSgeno extrafio al organismo o cuando el sujeto desarrolla una
célula tumoral que expresa un antigeno extrafio en su superficie. -

Los métodos por los cuales un sujelo estd pasivamente-cxpuesto a un antigeno
pueden depender particularmente del momento de la administracidn del oligonucl&tido
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una enfermedad infecciosa o una respuesta alérgica o asmatica, se le puede administrar
el oligonucleétido inmunoestimulante CpG al sujeto en forma regular cuando el riesgo
€3 mayor, por ¢j., durante la temporada de alergia o después de la exposicidn a un
agente oncogénico. Ademds, el oligonucledtido inmunoestimulante CpG puede
administrarse a-los viajeros antes de emprender un viaje a tierras extraflas donde pueden
estar en riesgo de estar expuestos a agentes infecciosos. Del mismo modo, el
oligonucledtido inmunoestimulante CpG puede administrarse a los soldados y a los
civiles en riesgo de estar expucstos a armas biol6gicas para inducir una respuesta
inmunitaria sistémica o mucosa al antigeno en caso de que el sujeto esté expuesto a
éste.

En el sentido en que se utiliza en la presente, un antigeno es una molécula capaz
de provocar una respuesta inmunitaria. Entre los antigenos se incluyen, a titulo *
ilustrativo, células, extractos celulares, proteinas, polipéptidos, péptidos, polisacéridos,
conjugados de polisaciridos, imitaciones péptidas y no péptidas de polisacéridos y otras
moléculas, moléculas pequefias, [fpidos, glucolipidos, carbohidratos, virus Y extractos
viricos y organismos multicelulares tales como parisitos y alergenos. En un sentido
amplio, el término antigeno incluye cualquier tipo de molécula q|||e sea reconocida por
el sistema inmunilnrio'del huésped como extrafla. Entre los antigenos se incluyen, a
titulo ilustrativo, antigenos del céncer, antigenos microbianos y alergenos.

Un antigeno del céncer, en el sentido en que sc utiliza en la presente, es un
compuesto, tal como un péptido o una proieina, asociado con un tumor o con la
superficie de una célula canccrosa, capaz de provocar una respuesta inmunitaria cuando
se expresa en la superficie de una célula que presenta antigenos en el contexto de una
molécula del MHC. Los antigenos del cdncer pueden prepararse a partir de células
cancerosas, ya sea preparando extracios crudos de células cancerosas, por ejemplo de fa
manera descrita en Cohen PA y otros (1994) Cancer Res 54:1055-8, purificando
parcialmente los antigenos, mediante tecnologia recombinante o por sintesis de novo de
los antigenos conocidos. Los antigenos del cdncer incluyen, a titulo ilustrativo, los
antigenos que se expresan recombinantemente, a una parte inmunogénica de los mismos
0 & un tumor o una célula cancerosa en su totalidad. Tales antfgenos pueden aislarse o

prepararse recombinantemente o por cualquier otro medio conocido en el arte.
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En el sentido en que se utiliza en la presente, “antigeno del cincer” y “antigeno
tumoral” se usan indistintamente para referirse a los ant(genos que expresan
diferencialmente Ias células cancerosas y que pueden explotarse para apuntar a las
células cancerosas. Los antigenos del céncer son antigenos que potencialmente pueden
estimular respuestas inmunitarias aparentemente especificas del tumor. Las células
normales codifican, aunque no necesariamente expresan, algunos de estos antigenos.
Estos antigenos pueden caracterizarse como aquéllos que normalmente son
imperceptibles (es decir, no sc expresan) en las células normales, aquélios que se
expresan s6lo en algunas etapas de la diferenciacidn y aquéllos que se expresan
temporalmente, tales como los antigenos embrionarios y fetales. Los genes celulares
mutantes, tales como los oncogenes (por ¢j., ¢l oncogén ras activado), los genes
supresores (por ¢j., €l p53 mutante), las proteinas de fusién que resuitan de
eliminaciones internas o translocaciones cromosémicas. Incluso hay otros antigenos del
cincer que pueden codificarlos los genes viricos, tales como los que contienen los virus
tumorales del ARN y el ADN. '

En el sentido en que se utiliza en la presente, un antigeno microbiano es un
antigeno de un microorganismo que incluye, a titulo ilustrativo, virus, bactcrias,
pardsitos y hongos. Dichos antigenos incluyen el microorganismo intacto como también
aislados naturales y fragmentos o derivados de los mismos y-también compuestos
sintéticos que son idénticos o similares a los antigenos del microorganismo natural e
inducen una mﬁuesta inmunitaria especifica para dicho microorganismo. Un
compuesto es similar a un antigeno de un microorganismo natural si induce una
respuesta inmunitaria (humorsl y/o celular) a un antfgeno de un microorganismo
natural. Dichos antigenos se usan cn forma rutinaria en el arte y son bien conocidos
para quienes tienen un conocimiento bésico del arte.

A titulo ilustrativo, algunos ejemplos de virus que se han encontrado en seres
humanos son: Retroviridae (por ¢j., virus de la inmunodeficiencia humana, tales como
el VIH-1 (también conocido como HTLV-III, LAY o HTLV-II/LAV o VIH-III); y
otros mislados tales como el VIH-LP; Picornaviridae (por ¢j., virus de la polio, virus de
1a hepatitis A, enterovirus, virus Coxsackie humano, rinovirus y ecovirus); Calciviridae
(por ¢j., cepas que causan gastroenteritis); Togaviridae (por ¢j., virus de la encefalitis
equina, virus de la rubéola); Flaviviridae (por €j., virus del dengue, virus de la

encefalitis, virus de la fiebre amarilla); Coronaviridae (por €j., coronavirus);
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Rhabdoviridae (por ¢j., virus de la estomatitis vesicular, virus de la rabia); Filoviridae
(por ¢j., virus del ébola); Paramyxuviridae (por ej., virus paragripal, virus de las
paperas, virus del sarampidn, virus sincitial respiratorio); Orthomyxoviridae (por ¢j.,
virus de la gripe_); Bunyaviridae (por ej., hantavirus bunyavirus, flebovirus y
nairovirus); Arena viridae (virus de la ficbre hemorrigica); Reoviridae (por ¢j.,
reovirus, orbivirus y rotavirus), Bornaviridae, Hepadnaviridae (virus de 1a hepatitis B);
Parvoviridae (parvovirus); Papovaviridae (papilomavirus, poliomavirus); Ademoviridae
(la mayoria de los adenovirus); Herpesviridae (virus del herpes simple (VHS) 1 y 2,
virus de la varicela zoster, citomegalovirus (CMV), virus del herpes; Poxviridae (virus
de la viruela, virus de la vacuna, poxvirus) ¢ Iridoviridae (por ¢j., virus de la peste
porcina africana) y virus no clasificados (por ¢j., ¢l agente de la hepatitis delta
(considerado un satélite defectuoso del virus de la hepatitis B), hepatitis C; virus de
Norwalk y otros similares, tales como cl astrovirus).

Tanto las bacterias gramnegativas como las bacterias grampositivas sirven como
antigenos en los animales vertebrados. Entre las bacterias grampositivas se incluyen, a
titulo ilustrativo, Pasteurellu spp., Staphylococci spp. y anﬂoMm spp. Entre las
bacterias gramnegativas se incluyen, a titulo ilustrativo, Escherichia coli, Pseudomonas
spp. y Salmonella spp. A iitulo ilustrativo, algunos ejemplos especificos de bacterias
infecciosas son: Helicobacter pyloris, Borrelia burgdorferi, Legionella pneumophilia,
Mycobacieria spp. (por ej., M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii,
M. gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis,
Listeria monocytogenes, Streplococcus pyogenes (estreptococo del Grupo A),
Streptococcus agalactiae (estreptococo del Grupo B), Streptococcus (grupo viridans),
Streplococcus faecalis, Streptococcus bovis, Sireplococcus (cspecics anaerdbicas),
Streplococcus pneumoniae, Campylobacter spp. patdgenas, Enterococcus spp.,
Haemophilus influenzae, Bacillus anthracis, Corynebacterium diphtheriae,
Corynebacterium spp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridiuin perfringens,
Clostridium tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Parturella
niultocida, Bacteroides spp., Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus moniliformis,
Treponema pallidum, Treponema pertenue, Lepiospira, Rickeltsia y Actinomyces

israelii.
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Entre algunos ejemplos de hongos se incluyen Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis, Chiamydia
trachomatis, Candida albicans.

Otros organismos infecciosos (es decir, protistas) son Plasmodiwn spp., tales
como Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale y

" Plasmodium vivax y Toxoplasma gondii. Entre los pardsitos de transmisién hemética

y/o tisular se encuentran Plasmodium spp., Babesia microti, Babesia divergens,
Leishmania tropica, Leishmania spp., Leishmania braziliensis, Leishmania donovani,
Trypanosoma gambiense y Trypanosoma rhodesiense (narcolepsia africana),
Trypanosoma cruzi (enfermedad de Chagas) y Taxoplasma gondii.

Se puede encontrar una amplia descripcion de otros microorganismos
clinicamente relevantes en la literatura, por ej., ver C.G.A. Thomas, Medical
Microbiology, Bailliere Tindall, Gran Bretafia 1983, el contenido total de la cual queda
incorporado a la presente por referencia. .

Un alergeno se refiere a una sustancia (antigeno) capaz de inducir una respuesta
alérgica o asmitica en un susjeto susceptible. La lista de alergenos es enorme y pueden
incluir polenes, veneno de insectos, caspa de animales, polvo, esporas de hongos y -
fdrmacos (por ¢j., penicilina). A titulo ilustrativo, algunos ejemplos de alergenos
nalurales, de animales y de plantas incluyen fas proteinas especificas de los siguientes
géneros: Canine (Canis familiaris); Dermatophagoides (por €j., Dem;atoﬂlagqidcs

Jarinae); Felis (Felis domesticus); Ambrosia (Ambrosia artemiisfolia, Lolium (por ¢j.,
Lalium perenne o Lolium multiflorum); Cryptomeria (Cryptomeria japonica);
Alternaria (Alternaria alternata); Alder; Alnus (Alnus gultinoasa); Betula (Betula
verrucosa), Quercus (Quercus alba); Olea (Olea ewropa); Artemisia (Artemisia
vulgaris); Plantago (por ej., Plantago lanceolada), Parietaria (por ¢j., Parletaria
officinalis o Parietaria judaica); Blatella (por ¢j., Blatella germanica); Apis (por ¢j.;
Apis multiflorum); Cupressus (por ej., Cupressus sempervirens, Cupressus arizonica y
Cupressus macrocarpa); Juniperus (por ¢j., Juniperus sabinoides, Juniperus virginiana,
Juniperus communis y Juniperus asheiy; Thuya (por ¢j., Thuya orientalis);
Chamaecyparis (por ¢j., Chamaecyparis oblus;l); Periplaneta (por ¢j., Periplaneta
americana); Agropyron (por ¢j., Agropyron repens); Secale (por ¢j., Secale cereale);
Triticwn (por ¢j., Triticum aestivum); Dactylis (por ¢j., Dactylis glomeralqg); Festuca
(por ej., Festuca elatior); Poa (por €j., Poa pratensis o Poa compressa); Avena (por ¢j.,

vl
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Avena sativa); Holcus (por ej., Holcus lanatus); Anthoxanthum (por ej., Anthoxanthum
odoratum); Arrhenatherum (por <j., Arrhenatherum elatius); Agrostis (por ¢j., Agrostis
alba), Phleum (por ¢j., Phleum pratense); Phalaris (por ¢j., Phalaris arundinacea);
Paspalum (por ¢j., Paspalum notatum); Sorghum (por ¢j., Sorghum halepensis); y
Bromus (por ¢j., Bromus inermis).

El antigeno puede estar sustancialmente purificado. En el sentido empleado en la

- presente, ¢l Lérmino sustancialmente purificado se refiere a un antigeno, es decir a un
- polipéptido, que estd sustanciglmente libre de otras proteinas, lipidos, carbohidratos u

olras sustancias a las cuales estd naturalmente asociado. Los expertos en el arte pueden
purificar Jos antigenos polipéptidos usando técnicas estandar de purificacién de
proteinas. El polipéptido sustancialmente puro a menudo arrojari una tinica banda
importante en un gel de poliacrilamida no reductor. En el caso de los polipéptidos
parcialmente glucosilados o de aquéllos que tienen varios codones de iniciacion, puede
haber varias bandas en el gel de poliacrilamida no reductor, pero éstas forman un patrén
diferente del 'que forma el polipéptido. La pureza del antigeno polipéptido también
puede determinarse mediante un andlisis de la secuencia de aminodcidos amino-
terminal. En la invencién también se incluyen otros tipos de antigenos, tales como los
polisacéridos, las moléculas pequefias, imitaciones, eic., y opcionalmente pueden ser
sustancialmente puros.

Los oligonucledtidos de la invencién pueden administrarsc a un sujeto con un
agente lntil'hicl_obiano. En el sentido empleado en la presente, un agente antimicrobiano
se refierca un-comﬁuesto natura] o sintético capaz de erradicar o de inhibir los
microorganismos infecciosos. El tipo de agente antimicrobiano til de acuerdo con la
invencién dependerd del tipo de microorganismo con el cual esté infectado el sujeto o
que esté en riesgo de infectarse. A titulo ilustrativo, los agentes antimicrobianos -
incluyen agenies antibacteriancs, agentes antiviraies, agentes antimicoticos y agentes
antiparasitarios. Frases tales como "agente antiinfeccioso”, “agente antibacteriano”,
“agente antiviral”, “agente antimicético”, “agente antiparasitario” y “antiparasitario”
tienen un significado bien conocido para quienes tienen conocimientos bésicos del arte
y se encuentran definidos en los textos médicos estdndar. Brevemente, los agentes

" antibacterianos erradican o inhiben las bacterias e incluyen los antibiGticos y otros

compuestos naturales o sintéticos que tienen funciones similares. Los antibioticos son
moléculas de bajo peso molecular que las células, tales como los microorganismos,
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producen como metabolitos secundarios. En general, los antibidticos interfieren en una
o més funciones o estructiras bacterianas que son especificas para el microorganismo y
que no se encuentran presentes cn las células del huésped. Los agentes antivirales
pueden aislarse de fuentes naturales o sintetizarse y son Gtiles para erradicar o inhibir
virus. Los agentes antimicdticos se utilizan para tratar tanto infecciones micéticas
superficiales como infecciones micéticas sistémicas oportunistas y i:rimarias. Los
agentes antiparasitarios erradican o inhiben los parisitos.

A titulo ilustrativo, algunos ejemplos de agentes antiparasitarios, también
denominados antiparasitarios, (tiles para administracién a seres humanos, son
albendazol, amfotericina B, benznidazol, bitionol, cloroquina HCI, fosfato de

" cloroquina, clindamicina, dehidrocmetina, dietilcarbamazina, furoato de diloxanida,

cflomitina, flurazolidaona, glucocorticoides, halofantrina, iodoquinol, ivermectina, '
mebendazol, mefloquina, antimoniato de meglumina, melarsoprol, metrifonato,
metronidazol, niclosamida, nifurtimox, oxamniquina, paromomicina, isetionato de
pentamidina, piperazina, prazicuantel, fosfato de primaquina, proguanil, pamoato de
pirantel, pirimetamina-solfonamidas, pirimetamina-sulfadoxina, quinacrina HCI, sulfato
de quinina, gluconato de quinidina, espiramicina, estibogluconato sddico (gluconato de
antimonio sddico), suramina, tetraciclina, doxiciclina, tiabendazol, tinidazol,
trimetroprima-sulfamctoxazol y triparasamida, algunos de los cuales se usan como
Unico tratamiento o en combinaci6n con otros agentes.

Los agentes antibactcrianos erradican o inhiben el crecimiento o la funcion de
las bacterias. Una clase importante de agentes antibacterianos es la que constituyen los
antibiéticos. Los antibidticos, eficaces para erradicar o inhibir una gran variedad de
bacterias, se denominan antibidticos de amplio espectro. Otros tipos de antibiticos son
predominantemente eficaces contra bacterias grampogsitivas o gramnegativas. Estos
antibidticos se denominan antibidticos de espectro estrecho. Otros antibiéticos que son
eficaces contra un Gnico organismo o enfermedad, y no contra otros tipos de bacterias,

:se denominan antibiéticos de espectro limitado. Los agentes antibacterianos suelen

clasificarse en base a su mecanismo de accidn primario. En genersl, los agentes
antibacterianos son inhibidores de la sintesis de la pared celular, inhibidores de la
membrana celular, inhibidores de la siniesis de las proteinas, inhibidores funcionales o

dc la sintesis de los 4cidos nucleicos e inhibidores competitivos.
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Los agentes antivirales son compuestos que impiden que las células se infecten
con virus o que el virus se replique dentro de la célula. Hay muchos menos agentes
antivirales que antibacterianos ya que ¢l proceso de la replicacion virica estd
estrechamenie relacionn.do con la replicacién del ADN dentro de la célula huésped que
los agentes antivirales no especificos serian generalmente txicos para el huésped. Hay
diversas etapas dentro del proceso de la infeccién virica que pueden bloquear o inhibir
los agentes antivirales. Estas ectapas incluyen la unién del virus a la célula huésped
(inmunoglobulina o péptidos de unidn), la exposicién del virus (por ej.: amantadina), la
sintesis o la traduccién del ARNm virico (por ¢j., interferdn), 1a replicacién del ARN o
el ADN virico (por ej., andlogos nucledsidos), la maduracién de nuevas proteinas
viricas (por ¢j., inhibidores de la proteasa) y el brotamicnto y [a liberacién del virus.

Los andlogos nucledtidos son compuestos sintéticos similares a los nucledtidos,
pero que tienen un grupo desoxirribosa o ribosa incompleto o anormal. Una vez que los
andlogos nucledtidos estdn en la célula, se fosforilan y producen la forma trifosfato que
compite con los nucledtidos normales para incorporarse al ADN o al ARN virico. Una
vez que [a forma trifosfato del andlogo nucledtido se incorpora en la cadena de écido
nucleico que esté creciendo, produce una asociacion irreversible con la polimerasa

-virica y, por lo tanto, la terminacién de la cadena. A tftulo ilustrativo, entre los andlogos

nucledtidos se incluyen aciclovir (usado para el tratamiento del virus del herpes simple
y ¢l virus de la varicela zoster), ganciclovir (Gtil en el tratamiento del citomegalovirus),
idoxuridina, ribavirina (Gti! en cl tratamiento del virus sincitial respiratorio),
didesoxinosina, didesoxicitidina, zidovudina (azidotimidina), imiquimod y
resimiquimod. )

Los interferones son citoquinas que secretan tanto las células infectadas por
virus como las células inmunitarias. Los interferones funcionan uniéndose a los
receptores especificos presentes en las células adyecentés a las células infectadas, y
producen un cambio en la célula que 1a protege de la infeccién producida por el virus.
El interferén-a y el interferén-p también inducen la expresién de moléculas MHC clase
I y clase Il en la superficic de las células infectadas, lo cual aumenta la presentaci6n del
ant{geno para su reconocimiento por parte de la célula inmunitaria del huésped. El
interferdn-a y el interferdn-f se presentan en formas recombinantes y se utilizan para ¢l
tratamiento de la infeccién crénica por hepatitis B y C. En las dosis eficaces como
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tratamiento antiviral, los interferones tienen efectos colaterales graves tales como
ficbre, malestar general y pérdida de peso.

Entre los agentes antivirales atiles en la invencién se incluyen, a titulo
ilustrativo, inmunoglobulinas, amantadina, interferones, andlogos nucledsidos e
inhibidores de la proteasa. A titulo ilustrativo, algunos ejemplos especificos de
antivirales son acemannan, aciclovir, aciclovir sédico, adefovir, alovudina, alvircept
sudotox, clorhidrato de amantadina, aranotina, arildona, mesilato de atevirdina,
aviridina, cidofovir, cipamfilina, clorhidrato de citarabina, mesilato de delavirdina,
desciclovir, didanosina, disoxaril, edaxudina, enviradeno, enviroxima, famciclovir,
clorhidrato de famotina, fiacitabina, fialuridina, fosarilato, _foscamet sédico, fosfonet
slédioo, ganciclovir, ganciclovir sédico, iodoxuridina, keloxal, lamivudina, lobucavir,
clorhidrato de memotina, metisazona, nevirapina, penciclovir, pirodavir, ribavarina,
clorhidrato de rimnnt_pdiml, mesilato de suql;innvir, clorhidrato de somantadina,
sorivudina, estatolén, stavudina, clorhidrato de tilorona, trifluridina, clorhidrato de
valaciclovir, vidarabina, fosfato de vidarabina, fosfato sddico de vidarabina, viroxima,
zalcitabina, zidovudina y zinviroxima.

Los agentes antimicdticos son utiles para el tratamiento y la prevencion de
hongos infecciosos. Los agentes antimicéticos suelcn clasificarse en funcién de su
mecanismo de accién. Algunos antimicdticos funcionan como inhibidores de la pared
celular inhibiendo Ia glucosa sintasa. A tftulo ilistrativo, algunos ejemplos son
basiungin/ECB. Otros agentes antimicéticos funcionan desestabilizando la integridad de
la membrana. A titulo ilustrativo, éstos incluyen imidazoles, tales como clotrimazol,
sertaconazol, fluconazol, itraconazol, keloconazol, miconazol y viroconazol, como
también FK 463, amfotericina B, BAY 38-9502, MK 991, pradimicina, UK 292,
butenafina y terbinafina. Otros agentes antimicéticos actian desintegrando la quitina
(por ¢j., quitinasa) o por inmunosupresién (crema 501),

" Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG pueden combinarse con otros
agentes terapéuticos como adyuvantes para mejorar las respuesias inmunitarias. Se
pueden administrar el oligonucleétido inmunoestimulante CpG y otro agente
terapéutico en forma simulténea o secuencial. Cuando los otros agentes terapéuticos se
administran simultincamente, se los puede administrar en la misma formulacién o en
formulaciones separadas, pero se administran al mismo tiempo. Los otros agentes
terapéuticos se administran secuencialmente entre sl y respecto del oligonucledtido
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inmunoestimulante CpG, cuando la administracién de los otros agentes terapéuticos y
del oligonucledtido inmunoestimulante CpG estii temporalmente separada. Mis
especificamente, el oligonucledtido inmunoestimulante CpG puede administrarse antes
0 después de la administracién de (o de la exposicidn) al menos uno de los otros agentes
terapéuticos. La separacién de tiempo entre la administracién de estos compuestos
puede ser una cuestién de minutos o mayor. A tiulo ilustrativo, entre los otros agentes
terapéuticos se incluyen los adyuvantes, Ia ciloquinas, los anticuerpos, los antigenos,
etc.

Las composiciones de la invencién también pueden administrarse con
adyuvantes que no sean icidos nucleicos. Un adyuvante que no es un dcido nucleico es
cualquier molécula o compuesto, excepto los oligonucleétidos inmunoestimulantes
CpG descritos en la presente que pueden estimular la respuesta inmunitaria humoral y/o
celular. A titulo ilustrativo, cntre los adyuvantes no son écidos nucleicos se incluyen los
adyuvantes que crean un efecto depot, los sdyuvantes inmunoestimulantes y los
adyuvantes que crean un efecto depof y estimulan el sistema inmunitario.

Los oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG también son itiles como
adyuvantes mucosos. Ya se ha descubierto que la entrega mucosa de dcidos nucleicos
CpG inducen inmunidad sistémica y mucosa. Asf, los oligonucleétidos pueden
administrarse en combinacion con otros adyuvantes mucosos.

Las respuestas inmunitarias también pueden inducirse o aumentarse mediante la
coadministracion o la expresion colineal de citoquinas (Bueler & Mulligan, 1996; Chow
y otros, 1997; Geissler y otros, 1997; Iwasaki y otros, 1997; Kim y otros, 1997) o las
moléculas coestimulantes tales como B7 (Iwasaki y otros, 1997; Tsuji y otros, 1997)
con los oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG. El término citoquina se utiliza como
nombre genérico para designar a un grupo de proteinas y péptidos solubles que actiian
como reguladores humorales en concentraciones nanomolares a picomolares y que, en
condiciones normales o patoldgic.!s, modulan las actividades funcionales de las célutas
y los tejidos individuales. Estas protelnas también son mediadoras de interacciones
entre las células directamente y regulan los procesos que se desarrollan en el medio
extracelular. A titulo ilustrativo, algunos ejemplos de citoquinas son, interleuquina-1
(IL-1), IL-2, IL-3, IL4, IL-S, IL-6, IL-7, IL~10, IL-12, IL-15, IL-18, factor estimulante
de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF), IFN-y, IFN-a, IFN-, factor de necrosis tumoral (TNF), TGB-f,

NS
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ligando Fit-3 y ligando CD40. Ademis de las citoquinas, los oligonuclestidos CpG
pueden usarse en combinacién con anticuerpos contra ciertas citoquinas, tales como
anti-IL-10 y anti-TGF-B, como también con inhibidores de la ciclooxigenasa, es decir
inhibidores de la COX-1 y de la COX-2.

Los oligonucleétidos también son (tiles para redireccionar una req;uesta
inmunitaria, de una respuesta inmunitaria Th2 a una respuesta inmunitaria Thl. Esto da
como resultado la produccién de un ambiente Th1/Th2 relativamente equilibrado. La
redireccion de una respuesta inmunitaria de una respuesta inmunitaria Th2 a una Thl
puede cvaluarse midiendo los niveles de citoquinas que se producen en respuesta al
dcido nucleico (por ej., induciendo a las células monociticas y a otras células para que
produzcan citoquinas Thl, incluido ¢l IFN-a). El redireccionamiento o reequilibrio de
la respuesta inmunitaria de una respuesta Th2 a una Th1 es particularmente (til para el
tratamicnto del asma. Por ejemplo, una cantidad eficaz para el tratamiento del asma
pucde ser la cantidad vitil para redireccionar una respuesta inmunitaria tipo Th2 que estd
asociada con el asma a una respuesta de tipo Thl o a un medio Thi/Th2 equilibrado.
Los niveles de citoquinas Th2, especialmente IL-4 e 1L.-5, estén elevados en las vias
respiratorias de los sujetos asméticos. Los oligonucleStidos inmunoestimulantes CpG
descritos en 1a presente aumentan las citoquinas Th1, lo cual ayuda a reequilibrar el
sistema inmunitario, lo cual evita o reduce los efectos adversos asociados con la
respuesta inmunitaria predominantemente Th2.

El redireccionamiento de una respuesta inmunitaria de una respuesta Th2 a una
respuesta Th1 también puede evaluarse midiendo los niveles de los isotipos especificos
de inmunoglobulina. Por ejemplo, en los ratones, la [gG2a csté asociada con una
respuesta inmunitaria Th1 y la IgG1 y la IgE estdn asociadas con una respuesta
inmunitaria Th2.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG tienen la capacidad distintiva de
promover la supervivencia celular, la diferenciacion, la activacion y in maduracion de
las células dendriticas y son iitiles para los métodos in vitro, in vivo y ex vivo que
incluyen células dendriticas.

Los oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG también aumentan la actividad

" litica de las células killer naturales y la citotoxicidad celular dependiente de los

anticuerpos (ADCC). La ADCC puede realizarse usando un oligonucledtido
inmunoestimulante CpG en combinacién con un anticuerpo especifico para un blanco
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celular, como por ejemplo una célula cancerosa. Cuando se administra a un sujeto el \}‘
oligonucledtido inmunoestimulante CpG junto con el anticuerpo, el sistema inmunitario

del sujeto es inducido a erradicar la célula cancerosa. Los anticuerpos dtiles para el
procedimiento de la ADCC incluyen los anticuerpos que interactdan con una célula del
organismo. Muchos de dichos anticuerpos especificos para blancos celulares se han

descrito en el arte y muchos se pueden adquirir comercialmente.

Los oligonucleétidos inmunoestimulantes CpG también pueden administrarse en
conjuncién con un tratamiento oncoldgico. Entre los tratamientos oncoldgicos se
incluyen los medicamentos oncoldgicos, la radiacién y los procedimientos quirGrgicos.
En el sentido en que se emplea en la presente “medicamento oncoldgico” se refiere a un
agente que se administra a un sujeto a los fines de tratar ¢! cdncer. En el sentido en que
se emplea en la presente “tratar el céncer” significa impedir el desarrollo de un céncer,
reducir los sintomas del céncer y/o inhibir ¢! crecimiento de un céncer existente. En
otros aspectos, el medicamento oncolégico se administra a un sujeto en riesgo de
desarrollar un cincer con el fin de reducir el riesgo de desarrollarlo. En la presente se
describen varios iipos de medicamentos para el tratamiento del céncer. A los fines de
esta especificacion, los medicamentos oncolégicos se clasifican en agentes
quimioterapéuticos, agentes inmunoterapéuticos, vacunas contra el céncer, terapia
horminal y modificadores de la respuesta biolégica.

Ademds, los métodos de Ia invencidn tienen por objeto incluir el uso de més de
un medicamento oncol6gico junto con los oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG.
Por ejemplo, cuando resulte pertinente, ¢l oligonucledtido inmunoestimulante CpG
puede administrarse en conjuncion tanto con un agente quimioterapéutico como con un
agente inmunoterapéutico. Alternativamente, el medicamento oncolégico puede incluir
un agente inmunoterapéutico y una vacuna contra el céncer, o un agente
quimioterapéutico y una vacuna contra el céncer, o un agente quimioterapéutico, un
agente inmunoterapéutico y una vacuna contra el céncer, todos administrados a un
sujeto con el fin de tratar a un sujeto que tiene un cdncer o esti en riesgo de desarrollar
un céncer. '

El agente quimiotempét;tioo puede eseogeme del grupo compuesto por
metotrexato, vincristina, adriamicina, cisplatino, cloroctilnitrosureas sin contenido de
azicar, 5-fluorouracilo, mitomicina C, bleomicina, doxorrubicina, dacarbazina, taxol,
fragilina, meglamina GLA, valrubicina, carmustatina y poluferposan, MMi270, BAY
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12-9566, inhibidor de la farnesiltransferasa del RAS, MMP, MTA/LY231514,
LY264618/Lometexol, Glamolec, CI-994, TNP-470, Hicamtin/topotecan, PKC412,
Valspodar/PSC833, Novantrona/mitroxantrona, Metaret/suramin, Batimastat, E7070,
BCH-4556, CS-682, 9-AC, AG3340, AG3433, Incel/VX-710, VX-853, ZDO101,

"ISI641, ODN 698, TA 2516/marmistat, BB25]6/marmistat, CDP 845, D2163,

PD183805, DX8951f, Lemonal DP 2202, FK 317, Picibanil/lOK-432, AD
32/valrubicina, Metastron/derivado del estroncio, Temodal/temozolomida,
Evacept/doroxorrubicina liposdmica, Yewtaxan/paclitaxel, Taxol/paclitaxel,
Xeload/capecitabina, Furtulon/doxifluridina, Cyclopax/paclitaxel oral, taxoide oral,
SPU-077/cisplatino, HMR 1275/flavopiridol, CP-358 (7?74YEGFR, CP-609
(754)/inhibidor del incogén RAS, BMS-182751/platino oral, UFT (tegafur/uracilo),
Ergamisol/levamisol, eniluracilo/776C85/mejorador del 5FU, capto/levamisol,
Camptosar/irinotecan, Tumodex/ralitrexed, Leustatin/cladribina, Paxex/paclitaxel,
Doxil/doxorrubicina lipossmica, Caelyx/doxorrubicina liposémica, Fludara/fludarabina,
Pharmarubicin/epirrubicina, DepoCyt, ZD1839, LU 79553/bis-naftalimida, LU
103793/dolastatina, Cactyx/doxorrubicina liposémica, Gemzar/gemcitabina, ZD
0473/anormed, YM 116, semillas de yodo, inhibidores de la CDK4 y la CDK2,
inhibidores de la PARP, D4809/dexifosamida, 1fes/Mesnex/ifosamida,
Vumon/tenipdsido, Paraplatin/carboplatino, Platinol/cisplatino, Vepeside/etopésido, ZD
9331, Taxotere/docetaxel, prodroga de la guanina arabindsido, andlogos de los taxanos,
nitrosureas, agentes alquilantes tales como lelfenan y ciclofosfamida, aminoglutetimida,
asparaginasa, busulfan, carboplatino, clorombucilo, citarabina HCI, dactinomicina,
danorrubicina HC!, fosfato sédico de estramustina, etopdsido (VP16-213), floxuridina,
fluorouracilo (5-FU), flutamida, hidroxiurea (hidroxicarbamida), ifosfamida, interferén
alfa-2a, alfe-2b, acetato de leuprolide (andlogo del factor liberador de LHRH),
lomustina (CCNU), mecloretamina HC] (mostaza hidrogenadsa), mercaptopurine,
mesna, mitotano (o.p'-DDD), mitoxantrona HC), ocrestido, plicamicina, procarbazina
HCI, estreptozocina, citrato de tamoxifeno, tioguanina, tiotepa, sulfato de vinblastina,
amsacrina (n.AMSA), azacitidina, ertropoyetina, hexametilmelamina (HMM),
interleuquina2, mitoguazona (metil-GAG; Metil-glioxal-bis-guanilhidrazona (MGBG),
pentostatina (2'desoxicoformicina), semustina (metil-CCNU), tenipésido (VM-26) y

sulfato de vindesina; esta enumeracién no es limitativa.
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El agente inmunoterapéutico puede escogerse del grupo compuesto por Rituxan,
Ributaxina, Hercepiin, Quadramet, Panorex, IDEC-Y2B8, BEC2, C225, Oncolym,
SMART M195, ATRAGEN, Ovarex, Bexxar, LDP-03, ior 16, MDX-210, MDX-11,
MDX-22, OV 103, 3622 W94, anti-VEGF, Zenapax, MDX-220, MDX-447,
MELIMMUNE-2, MELIMMUNE-1, CEACIDE, Pretarget, NovoMAb-G2, TNT,
Gliomab-H, GNI-250, EMD-72000, LymphoCide, CMA 676, Monopharm-C, 4BS, ior
egf.r3, ior c5, BABS, anti-FLK-2, MDX-260, ANA Ab, SMART 1D10 Ab, SMART
ABL 364 Ab e ImmuRAIT-CEA; esta enumeracién no es limitativa.

La vacuna contra el cAncer puede escogerse del grupo compuesto por EGF,
vacunas anti-idiotipicas contra cl cincer, antigeno Gp75, vacuna de melanita GMK,
vacuna de conjugado ganglidsido MGV, Her2/neu, Ovarex, M-Vax, O-Vax, L-Vax,
teratopo STn-KHL, vacuna idiotipica liposémica BLP25 (MUC-1), Melacine, vacunas
de antigeno de péptidos, vacunas de toxina/antigeno, vacuna basada en MVA, PACIS,
vacuna BCG, TA-HPV, TA-CIN, DISC-virus ¢ InmuCyst/TheraCyst; esta
enumcracion no es limitativa.

El uso de oligonucledtidos oligoestimulantes CpG en conjuncién con agentes
inmunoterapéuticos, tales como anticuerpos monoclonales, puede aumentar la
supervivencia a largo plazo mediante una serie de mecanismos, entre los que se incluye
el mejoramiento de la ADCC (como se dijo anteriormente), la activacion de las células
NK y el sumento de los niveles de IFN-a. Los dcidos nucleicos, usados en combinacién
con anticuerpos monoclonales, ayudan a reducir la dosis de anticuerpo necesaria para
abtener un resultado bioldgico.

La presenite invencion también incluye métodos para inducir la activacién
inmunitaria innata no especifica del antigeno y Ia resistencia de amplio espectro a Ia
provocacion infecciosa usando los oligonucledtidos inmunoestimulantes CpG. El
término activacion inmunitaria innata, tal como se utiliza en la presente, se refiere a la
activacion de las células inmunitarias, que no sean las células B de memoria y, por
ejemplo, puede incluir la activacién de monocitos, neutréfilos, macréfagos, células
dendriticas, pélulas KN y/o células inmunitarias que pueden responder de manera
independiente del antigenc. La resistencia de amplio espectro a una provocacion
infecciosa se induce porque las células inmunitarias estdn en forma activa y estin
cebadas para responder a cualquier compuesto o microorganismo invasor. Las células
no deben estar cspeclificamente cebadas contra un antfgeno en particular. Esto cs de
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particular importancia en las guerras bioldgicas y en las circunstancias antes descritas
para los viajeros.

Los oligonuclestidos oligoestimulantes CpG puecden administrarse directamente
al sujeto o bien en conjuncién con un complejo de entrega de dcidos nucleicos. Un
complejo de entrega de dcidos nucleicos es una molécula de dcido nucleico asociada
(por ¢j., en forma i6nica, unida en forma covalente o encapsulada dentro de) a un medio
de destinacion (por ¢j., una molécula que produce una unién con mayor afinidad para
una c€lula blanco. Entre los ejemplos de complcjos de entrega de écidos nucleicos se
incluyen los écidos nucleicos asociados con un esterol (por €j.; colesterol), un lipido
(por ¢j., un lipido catiénico, un virosoma © un liposoma), o un agente de uni6n
especifica a una célula balnco (por ¢j., un ligando reconocido por el receptor especifico
de la célula blanco). Los complejos preferidos pucden ser suficientemente estables in
vivo para evitar un desacoplamiento significativo antes de Ia internalizacién por parte de
la célula blanco. Sin embargo, el complejo puede ser separable cleavable en
condiciones apropiadas dentro de la célula de modo que el oligonucleétido se libere en
forma funcional. .

El oligonucleétido inmunoestimulante CpG y/o el antigeno y/o otros agentes
terapéuticos pueden administrarse solos (por ¢j., en solucién salina o tampén) o usando
cualquiera de los vehiculos de entrega conocidas en el arte, Por ejemplo, se han descrito
los siguientes vehiculos de entrega: cocleatos (Gould-Fogerite y otros, 1994, 1996),
emulsomas (Vancott y otros, 1998; Lowell y otros, 1997), ISCOM (Mowat y otros,
1993; Carisson y otros, 1991; Hu y otros, 1998; Moarein y otros, 1999); liposomas
(Childers y otros, 1999; Michalek y otros, 1989, 1992; de Haan, 1995a, 1995b);
vectores de bacterias vivas (por ¢€j., Salmonella, Escherichia coli, bacilo Calmette-
Guérin, Shigella, Lactobacillus) (Hone y otros, 1996; Pouwels y otros, 1998; Chatflield
y otros, 1993; Stover y otros, 1991, Nugent y otros, 1998); vectores viricos vivos (por
¢j., vaccinia, adenovill'us, herpes simple) (Gillichan y otros, 1993, 1995; Moss y otros,
1996; Nugent y otros, 1998; Flexner y otros, 1988; Morrow y otros, 1999); microesferas
(Gupta y otros, 1998; Jones y otros, 1996; Malora y otros, 1994; Moore y otros, 1995;
O’Hagan y otros, 1994; Eldridge y otros, 1989), vacunas de dcidos nucleicos (Fynan y
otros, 1993; Kuklin y otros, 1997; Sasaki y otros, 1998; Okada y otros, 1997; Ishii y
otros, 1997); polimeros (por ej., carboximetilcelulosa, quitosdn) (Hamajima y otros,
1998; Jabbal-Gill y otros, 1998); anillos de polimero (Wyatt y otros, 1998);
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proteosomas (Vancott y otros, 1998; Lowell y otros, 1988, 1996, 1997); fluoruro de
sodio (Hashi y otros, 1998); plantas transgénicas (Tacker y otros, 1998; Mason y otros,
1998; Haq y otros, 1995); virosomas (Gluck y otros, 1992, Mengiardi y otros, 1995;
Cryz y otros, 1998), particulas similares a los virus (Jiang y otros, I.999; Leibl y otros,
1998). En el arte se conocen otros vehiculos de entrega,

El término “cantidad eficaz” se refiere generalmente a la cantidad necesaria o
suficiente para obtener un efecto biol6gico deseado. Por ejemplo, una cantidad eficaz de
un oligonucledtido inmunoestimulante CpG administrado con un antigeno para inducir
la inmunidad mucosa es la cantidad necesaria para provocar el desarrollo de una IgA en
respuesta a un antigeno en el rilomento de la exposicion al antigeno, :pienlras que la
cantidad necesaria para inducir una inmunidad sistémica es aquélla necesaria para
provocar el desarrollo de una IgG en respuesta a un antigeno en el momento de la
exposicién al antigeno. En combinacién con los lineamientos contenidos en la presente,
al elegir entre los diversos compuestos activos y factores de ponderacién, tales como
concentracioén, biodisponibilidad relativa, peso corporal del paciente, gravedad de los
efectos colaterales y modo de administracién preferido, se puede planificar un '
tratamiento profilictico o terapéutico eficaz que no cause una toxicidad sustancial pero
aln asf sea totalmente eficaz para tratar a un sujeto en particular. La cantidad eficaz
para una aplicacién en particular puede variar en funcion de factores tales como la
enfermedad o la afeccidn que se desea tratar, el oligonucledtido inmunoestimulante
CpG en particular que se administre, ¢l peso del paciente o Ia-gravedad dela
enfermedad o afeccién. Quien posee conocimientos bésicos en el arte podré determinar
empiricamente la cantidad cficaz de un oligonucleétido inmunoestimulante CpG y/o de
un antigeno y/o de otro agente terapéutico en particular sin necesitar realizar una
experimentacion excesiva.

Las dosis para sujetos de los compuestos aqui descritos para entrega mucosa o
local tipicamente oscilan entre 10 pg y 10 g por administraci6n la cual, dependiendo de
la aplicacién, puede administrarse en forma diaria, semanal o mensual o con la
frecuencia necesaria. Més tipicamente, las dosis mucosas o locales oscilan entre
aproximadamente 1 mg y 500 mg por administracion, més tipicamente entre
aproximadamente | mg y 100 mg, con 2 u 4 administraciones con un intervalo de dias o
semanas enire cada una, Més tipicamente, las dosis de inmunoestimulante oscilan entre
10 pg y 100 mg por administracién y mds tipicamente entre (00 pg y 10 mg con
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administraciones diarias o semanales. Las dosis para sujetos de los compuestos aqui
descritos para enirega parenteral a los fines de inducir una respuesta inmunitaria
especifica del antigeno, donde los compuestos se entregan con un antigeno pero no con
otm-ugente terapéutico, tipicamente son 5 a 10.000 veces superiores que la dosis -
mucosa t{pica para aplicaciones como adyuvanie de vacunas o estimulante inmunitario,
y més tipicamente 10 a 1.000 veces superiores y mds tipicamente 20 a 100 veces
superiores. Las dosis de los compuestos aqul descritos para entrega parcnteral a los
fines de inducir una respuesta inmunitaria innata, aumentar la ADCC o inducir una

' respuesta inmunitaria especifica del antigeno cuando los oligonuclestidos

inmunoestimulantes CpG se administran en combinacién con otros agentes terapéuticos
o en vehiculos de entrega especializados oscila entre aproximadamente 100 pgy 10 g

por administracién la cual, dependiendo de la aplicacién, puede administrarse en forma

diaria, semanal o mensual o con Ia frecuencia necesaria. Mis tipicamente, [as dosis
parenterales para estos fines oscilan entre aproximadamente 1 mgy 5 g por
administracién, més tipicamente entre aproximadamente I mgy 1 g, con2a 4
administraciones con un intervalo de dias 0 semanas entre cada una. Sin embargo, en
algunas realizaciones, las dosis parenterales para estos fines pueden usarse en intervalos
5 a 10.000 veces mayores que las dosis tipicamente descritas aqui.

Para cualquiera de los compuestos aqui descritos, 1a cantidad terapéuticamente
eficaz puede determinarse inicialmente a partir de los modelos animales. La dosis
terapéuticamente eficaz también puede determinarse a partir de datos e humanos
obtenidos con otros oligonucléatidos CpG ya experimentados en seres humanos (hay
estudios clinicos en seres iumanos en curso) y con los compuestos que se sabe que
presentan actividades farmacol6gicas similares, tales como otros adyuvantes, por €j.,
LT y otros ant(genos usados en vacunas. Para administracion parenteral pucden ser
necesarias dosis mis altas. La dosis aplicada puede ajustarse en funcién de la
biodisponibilidad relativa y la concentracion del compuesto administrado. El ajuste de
la dosis para obtener la maxima eficacia en funcién de los métodos antes descritos y
otros métodos cs algo que puede hacer cualquier persona con conocimientos del arte.

Las formulaciones de la invencion se administran en soluciones
farmacéuticamente aceptables, las cuales, rutinariamente, contienen concentraciones
fmnu.;éuticamente aceptables de sal, agentes tampdn, conservantes, vehiculos

. compatibles, adyuvantes y, opcionalmente, otros ingredientes terapéuticos.
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Como uso terapéutico, la cantidad eficaz del oligonucléotido inmunoestimulante \
CpG y/o de otro agente terapéutico puede administrarse a un sujeto por cualquier via
que permita cntregar el compuesto a la superficie deseada, por ¢j., loéul, mucosa,
sistémica. La administracién de la composicién farmacéutica de la presente invencién
puede realizarse por cualquier medio conocido en ¢l arte. A titulo ilustrativo, las vias de
administracién preferidas son oral, parenteral, intravenosa, subcuténea, intralesional,
intratumoral, intranasal, sublingual, intratraqueal, inhalaci6n, ocular, vaginal y rectal.

Para administracidn oral, los compuestos (es decir, los oligonucléotidos
inmunoestimulantes CpG, antigenos y/u otros agentes terapéuticos) pueden formularse
facilmente combinando el compuesto o los compuestos activos con vehiculos
farmacéuticamente aceptables bien conocidos en el arte. Dichos vehiculos permiten
formular los compuestos de la invencién en forma de comprimidos, piidoras, grageas,
cépsulas, liquidos, geles, jarabes, soluciones acuosas, suspensiones, etc. para
administracién oral al sujeto que sc desea tratar. Las preparaciones farmacéuticas para
uso oral pueden obtenerse como excipientes sélidos, opcionalmente moliendo la mezcla
resultante y procesando la mezcla de grinulos después de agregar los auxiliares
adecuados,si se desea, para obtener compromidos o niicleos de grageas. Los
cxcipientes adecuados son, en particular, los rellenos tales como azicares, entre los que
se incluyen lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol, preparaciones de celulosa tales como,
por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz, almidén de papa,
gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboxinietilcelulosa sédica y/o polivinilpirrolidona (PVP). Si se deses, se pueden
agregar nﬁenta desintegrantes, tales como polivinilpirrolidona de enlace cruzado, agar
o dcido alginico o una sal del mismo, tal como alginato sédico. Opcionalmente, las
formulaciones orales puede estar también formuladas en soluciones salinas o tampdn
para neutralizar Jas condiciones dcidas internas, o i)ien pueden administrarse sin ningin
vehiculo. )

Los nicleos de grageas cuentan con una cubierta adecuada. A tal fin, se pueden
usar soluciones concentradas de azficar, que opcionalmente pueden contener goma
arébiga, talco, polivinilpirrolidona, gel carbopol, polietilenglicol y/o diéxido de titanio,
soluciones de laca y solventes orgdnicos o mezclas de solventes adecuados. Se pueden
agregar colorantes y pigmentos a las cubiertas de los comprimidos o las grageas para
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identificar o caracterizar las diferentes combinaciones de las dosis de compuestos
lllctivos.

Las preparaciones farmacéuticas que se pueden usar por via oral incluyen las
cipsulas de dos piczas dé gelatina, como también las cépsulas blandas selladas hechas
de gelatina y un plastificante, como glicerol o sorbitol. Las cépsulas de dos piezas
pueden contener los ingredientes activos en una mezcla con un relleno tal como Iactosa,

aglutinantes tales como almidones y/o lubricantes tales como talco o estearato de

. magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En las cdpsulas blandas, los compuestos

activos pucden estar disueltos o suspendidos en liquidos adecuados, tales como aceites
grasos, parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. Ademds, se pueden agregar
estabilizantes. También pueden usarse microesferas formuladas para administracion
oral, las cuales estén bien definidas en el arte. Todas las formulaciones para
administracién oral deben tener dosis aptas para dicha administracion.

Para administracién oral, las composiciones pueden estar formuladas en
comprimidos o caramelos, de la manera tradicional.

Los compuestos pueden administrarse por inhalacién al tracto pulmonar,
cspecialmente a los bronquios y mds particularmente a los alvéolos de la profundidad
pulmonar, usando dispositivos de inhalacién estdndar. Los compuestos pueden
entregarse en forma de spray en aerosol en envases presurizados o en nebulizadores,
con el uso de un propulsor adecuado, por e€j., diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado.
En el caso del aerosol presurizado, la unidad de dosis puede determinarse incluyendo
una vilvula que permita entregar una dosis exacta. Se puede usar un dispositivo de
inhalacion para entregar los compuestos al sujeto. En el sentido en que se emples en la
presente, un dispositivo de inhalacién es cualquier dispositivo para administrar un
aerosol, tal como la forma en polvo seco de los compuestos. Este tipo de equipo ¢s
conocido en el arte y ha sido descrito en detalle, por ¢j., en Remington: The Science and

" Practice of Pharmacy, 19™ Edition, 1995, Mac Publishing Company, Easton,

Pennsylvania, paginas 1676-1692. Muchas patentes de los EE.UU,, por ¢j., la Patente
de los EE.UU. N° 6,1 16,237, también describen los dispositivos de inhalaci6n.

En el sentido en que sc emplea en Ia presente, “polvo™ se refiere a una
composicién que consiste cn particulas s6lides finamente dispersas. Preferentemente,
los compuestos fluyen en forma relativamente libre y pueden dispersarse en un



'@

10

15

20

25

30

WO 2005/042018 PCT/US2004/036240
-57-

dispositivo de inhalacién y posteriormente puede inhalarios el sujeto de modo que los
compuestos lleguen a los pulmones para permitir su penetracién en los alvéolos. El
término *polvo seco” se refiere a una composicion en polvo que tiene un contenido de
humedad tal que las particulas son ripidamente dispersables en un dispositivo de
inhalacién para formar un aerosol. El contenido de humedad generalmente es inferior a
alrededor de 10% por peso (% p) de agua y en algunas realizaciones es inferior a '
alrededor del 5% p y preferentemente inferior a alrededor del 3% p. El polvo puede
estar forrulado con polimeros u, opcionalmente, puedc estar formulado con otros
materiales tales como liposomas, albumina y/u otros vehiculos.

La dosis y los sistemas de entrega de aerosol puede escogerlo para una
aplicacion terapéutica en particular todo conocedor del arte, segin la descripcién, por
ejemplo, de Gonda, 1. “Aerosols for delivery of therapeutic and diagnostic agents to the
respiratory tract”, en Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 6:273-313
(1990) y de Moren, “‘Aerosol dosage forms and formulations” en Aerosols in Medicine,
Principles, Diagnosis and Therapy, Moren y otios, Eds., Elsevier, Amsterdam, 1985.

Cuando se desea entregar los compuestos en forma sistémica, pueden formularse
para administracién parenteral por vla inyectable, por ej., inyeccién intravenosa rdpida
o infusién continua. Las formulaciones inyectables pueden presentarse en forma de
dosis unitaria, por €j., en ampollas o en envases de miltiples dosis, con el agregada de
un conservante. Las composiciones pueden adquirir formas tales como suspensiones,
soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes
para la formulacidn tales como agentes suspensores, estabilizantes y/o dispersantes.

Las formulaciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen las
soluciones acuosas de los compuestos activos en forma hidrosoluble. Ademds, las
suspensiones de los compuestos activos pucden prepararse en forma de suspensiones
inyectables oleosas. Entre Jos solventes o vehiculos lipofilicos se incluyen dcidos grasos
tales como el aceite de sésamo, los ésteres de cidos grasos sintéticos, tales como el
olcato de etilo, los triglicéridos o los liposomas. Las suspensiones inyectables acuosas
pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, tales como
carboximetilcelulosa sddica, sorbitol o dextran. Opcionalmente, la suspensién también
puede contener estabilizantes o agentes que aumentan la solubilidad de los compuestos
para permitir prcparar soluciones aliamente concentradas.
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Alternativamente, los compuestos activos pueden formularse en polvo, el cual
debe reconstituirse con un vehiculo adecuado, por e)., agua estéril libre de pirdgenos,
antes de usarlos.

Los compuestos también pueden formularse en composiciones para
administracién por via vaginal o rectal, tales como supositorios 0 enemas de retencién,
por €j., que contengan las bases de supositorios convencionales, tales como manteca de
cacao y otros glicéridos.

Ademis de las formulaciones antes descritas, los compuestos también pueden
formularse en una preparacion depor. Estas formulaciones de accién prolongada pueden
formularse con sustancias poliméricas o hidréfilas adecuadas (por ¢j., una emulsién en
un aceife aceptable) o resinas de intercambio de iones, o bien como derivados
escasamente solubles, tales como una sal escasamente soluble.

Las composiciones farmacéuticas también pueden incluir vehlculos o
excipientes de fase sdlida o gel. A titulo ilustrativo, algunos ej;amplos de dichos
vehiculos o excipientes son carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos aziicares,
almidones, derivados de la celulosa, gelatina y polimeros, tales como los
polietilenglicoles.

Las formas farmacéuticas liquidas o sdlidas adecuadas son, por ejemplo,
soluciones acuosas o salinas inhalables, microencapsuladas, cocleadas, recubiertas
sobre particulas microscépicas de oro, contenidas en liposomas, nebulizadas, aerosoles,
perlas para implantacién cuténea o secas en un objeto agudo para raspar sobre la piel.
Las composiciones farmacéuticas también incluyen grénulgs, polvos, comprimidos,
comprimidos recubiertos, (micro)cépsulas, supositorios, jarabes, emulsiones,
suspensiones, cremas, gotas o preparaciones de liberacién prolongada de los
compuestos activos, en las cuales se utilizan habitualmente excipientes y aditivos y/o
agentes auxiliares tales como desintegrantes, aglutinantes, agentes para recubrimiento,
agentes inflamatorios, lubricantes, saborizantes, edulcorantes o solubilizantes, tal como
se ha descrito. Las composiciones farmacéuticas son aptas para ser utilizadas en
diversos sistemas de entrega de férmacos. Se puede consultar una breve revisién de los
métodos de entrega de firmacos en Langer R (1990) Science 249:1527-33, el cual se
incorpora a la presente por referencia.

Los oligonucléotidos inmunoestimulantes CpG, y opcionalmente otros agentes
terapéuticos y/o antigenos, pueden administrarse por sf solos (netos) o en forma de una
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sal farmacéuticamente aceptable. Cuando se las usa en medicina, las sales deben ser \)
farmacéuticamente aceptables, pero es posible usar sales que no sean

farmacéuticamente aceptables para preparar las sales farmacéuticamente aceptables de

1as mismas. Entre dichas sales se incluyen, a titulo informativo, aquélias preparadas a

partir de los siguientes &cidos: clorhidrico, bromhidrico, sulfiirico, nitrico, fosforico,

maleico, acético, salicilico, sulfdnico de p-tolueno, tartérico, citrico, sulfénico de

metano, férmico, malénico, succinico, naftaleno-2-sulfénico y sulfénico de benceno.

Asimismo, dichas sales pueden prepararse como metsles alcalinos o sales de tierra

lléalinas, tales sales de como sodio, potasio o calcio del grupo de &cido carboxflico.

Los agentes usados como tampén incluyen: dcido acético y una sal (1-2% p/v);
dcido cltrico y una sal (1-3% p/v), écido t|16rico y una sal (0.5-2.5% p/v) y 4cido
fosforico y una sal (0.8-2% p/v). Entre los conservantes aptos se incluyen el cloruro de
benzalconio (0.003-0.03% p/v), el clorobutanol (0.3-0.9% p/v), los parabenos (0.01-
0.25% p/v) y el timerosal (0.004-0.02% p/y).

Las composiciones farmacéuticas de la invencion contienen una cantidad eficaz
de un oligonucledtido inmunoestimulante CpG y, opcionalmente, antigenos y/u otros
agentes terapéuticos opcionalmente incluidos en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El término farmacéuticamente aceptable significa uno o més rellenos sdlidos
o liquidos compatibles, diluyentes o sustancias encapsulantes aptos para administracién
2 un ser humano o a otro animal vertebrado. El término vehiculo se refiere a un
ingrediente orgdnico o inorgénico, natural o sintético, en el cual se combina la sustancia
activa para facilitar su aplicacion. Los componentes de las composiciones farmacéuticas
también son capaces de mezclarse con los compuestos de 1a presente invencidn, y entre
si, de manera que no exista una interaccion que pueda afectar negativamente la eficacia
farmacéutica deseada.

La presente invencion se ilustra ademds ;:on los siguientes ejemplos, los cuales
no deben interpretarse de modo alguno como una limitacion,

EJEMPLOS

Ejemplo 1
Los andlogos ODN clase C inducen la secrecién de IFN-a y la actividad de los TLR9
: humanos in vitro
En esta serie de experimentos, se analizaron los andlogos ODN clase C de la

invencidn in vitro para determinar su capacided para estimular las células
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mononucleares de sangre periférica (PBMC) humana, secretar INF-a y estimuler [as
células HEK293, transfectadas de manera estable con"TLR9 humano y un constructo
reporiero de NF-xB para demostrar la sefializacion del TLRY.
Los ODN se adquirieron a Biospring (Frankfurt, Alemania) y Coley
Pharmaceutical GmbH (Langenfeld, Alemania) controld su identidad y su pureza. Los
ODN se diluyeron en solucién salina con tampén de fosfato (Sigma, Alemania) y se
conservaron a -20° C. Todas las diluciones se Jlevaron a cabo con reactivos apirégenos.
Los ODN de prueba fueron los siguientes:

128
611
614
620
nt
32
K ck)
134

ns.

336
337
338
339
340
k|
342
M)
4

T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G* T*G*C*C*Q
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*Q*C_G*C*C_G*T*G*C*C*C
TC*G*T*C*G*T*T*T¥I*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G
THCHGHTC_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G
THC*G*C_G*A*CYG*T*TC_G*G*C*G*C_G*C*TAG*C*C'G
T*C*GPC_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G
T*C*G*C_G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G
TC*G*C_G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*C
T*C*G_C*G*T*C*Q*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*Q
TC*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G
T*C*G*C*G_A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G
T*C*G*C*G_A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*G
T*C*G_C*G*A*C*G**T*C_0*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G
TC*Q_C*G*A*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*C
TC*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*G*C*C*G
TC*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*G
THCHG*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*T*C*Q*C*C*G
T*C*GPC*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*G*C_T*C*G*C*C*G

(N° de [D de Ia SEC.48)
(N° de ID dc la SEC.43)
(N dc ID de la SEC.43)
(N de ID de la SEC.43)
(N° de 1D de ln SEC.27)
(N° de [D de In SEC.30)
@\° de ID de la SEC.28)
(" de [D de la SEC.29)
(N° de ID de la SEC.30)
(\° de ID de la SEC.30)
@\° de [D de la SEC.28)
(" de ID de la SEC.29)
(\° de ID de la SEC.28)
(N° de ID de s SEC.29)
@\ de [D de la SEC31)
\° de ID de la SEC.32)
\° de ID de la SEC.31)
(N" de ID de Is SEC.32)

donde * representa un enlace fosforotioato y _ representa un enlace fosfodiéster. Se
utiliz6 el ODN CpG 2006 (TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT, N° DE ID DE LA
SEC.: 56) como control positivo para la activacion de la sefidl de TLRSY. Se utilizé el
OD.N CpG clase C 2429 (TCGTCGTTTTCGGCGGCCGCCG, N° DE ID. DE LA SEC.
53) como control positivo para la induccién de IFN-a. Se utiliz6 el ODN no CpG 1982
(TCCAGGACTTCTCTCAGGTT, N° DE ID. DE LA SEC. 18) como control negativo.
Se obtuvieron preparaciones de capas leucocitarias de sangre periférica de

donantes humanos sanos de sexo masculino y femenino del banco de sangre de la

universidad de Diisseldorf (Alemania) y, de éstas, se purificaron las PBMC por

7
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centrifugacién en Ficoll-Hypaque (Sigma). Las PBMC purificadas se resuspendieron en \/\j
medio de cultivo RPMI 1640 (BioWhittaker, Bélgica) complementado con suero AB
humano inactivado por calor al 5% (v/v) (BioWhittaker) o FCS inactivado por calor al
10% (v/v), 2 mM de L-glutamina (BioWhittaker), 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml
de cstreptomicina (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). : *

Se sembraron las PBMC en placas de 99 pocillos con fondo redondo y se las
incub6 durante 48 horas con el ODN en las concentraciones indicadas en una
incubadora humidificada a 37° C. Se recogieron los sobrenadantes del cultivo y, si no
era necesario usarfos de inmediato, se los congelé a -20° C hasta el momento de usarlos.

La cantidad de IFN-a presenic en los sobrenadantes se determind usando un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) desarrollado usando los
anticuerpos disponibles en el comercio (Alexis GmbH, Grlinberg, Alemenia). Los ODN
128, 331-344, 611 y 620 se analizaron con PBMC de diferentes donantes y ¢l ODN 614
s analizé con PBMC de tres donantes difercntes.

Las células HEK293 transfectadas en condiciones estables usadas para el ensayo
de gen reportero TLRY humano expresaron el receptor TLR9 humano y un constructo
del gen reportero NF-xB. Se incubaron las células con los ODN durante 16 ha37°Cen
una incubadora humidificada. Cada punto de datos se realizd por triplicado. Se lisaron
las células y se realizé el ensayo para determiner la actividad del gen reportero. Se
calcularon los indices de estimulacién en referencia a la actividad del gen reportero del
medio sin el agregado de ODN,

Resultados. En las Figuras | y 2 se observan los resultados representativos. La
FIG. 1 muestra que fos ODN clase C 332, 333 y 334 indujeron gmndes cantidades de
IFN-a (tpicamente aprox. 2000-2500 pg/ml) cuando tuvieron una concentracion de 1
kM. La cantidad de IFN-a que indujeron estos ODN super® significativamente la
cantidad de IFN-a que indujo la misma concentracién de ODN 2006 6 1982. La FIG. |
también muestra que los ODN clase C 332, 333 y 334 también indujeron una cantidad
significativa de actividad de sefializacién del TLR9 (tipicamente con un indice de
estimulacién de aprox. 15) cuando tuvieron una concentracion de 10 pM. La cantidad
de actividad de sefializacién del TLRY que indujeron estos ODN fue aproximadamente
la mitad de la actividad de seflalizacion del TLR9 que indujo la misma concentracién de
ODN 2006. Esencialmente, se observaron los mismos resultados con el ODN 128 y los
335-344.
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La FIG. 2 muestra que los ODN clasc C 611, 614 y 620 indujeron ¢antidades QJ
ain mayores de IFN-a (tipicamente aprox. 3000-4000 pg/mli) cuendo tuvieron una
concentracién de | uM. La cantided de IFN-a que indujeron estos ODN superd
significativamente la cantidad de IFN-a que indujo la misma concentracién de ODN
2006 6 1982, La FIG. 2 tambfén muestra que los ODN clase C 611, 614 y 620 también
indujeron una cantidad significativa de actividad de seflalizacién del TLR9 (t{picamente
con un indice de estimulacién de aprox. 10-20) cuando tuvieron una concentracién de
10 uM. La cantidad de actividad de sefializacion del TLR9 que indujeron estos ODN
también fue aproximadamente la mitad de la actividad de sefializacién de TLRY que
indujo la misma concentracién de ODN 2006.

. Los ODN 611 (N°de ID de la SEC.: 43), 614 (N° de ID de la SEC.: 43) y 620

(N° de ID de la SEC.: 43) tambien se compararon con el ODN 2429 (uno de los
oligonucledtidos clase C que contienen el palindromo originel descritos). Estos nuevos
ODN clase C tuvieron una actividad mayor en el ensayo de TLR9 humano, si bien la
induccidén del IFN-u fue similar a la del ODN 2429 (FIG. 3).

Tomados en conjunto, los resultados de estos experimentos demuestran que los
andlogos ODN clase C de la invencién inducen eficazmente la secrecién de [FN-a y la
actividad de los TLR9 humanos in vitro. '

Ejemplo 2
Otros andlogos ODN clase C inducen la secrecidn de IFN-a in vitro

En esta serie dc experimentos, se analizaron in vifro otros andlogos ODN clase
C de la invencién para detetminar su habilidad para inducir la secrecién de IFN-a. Los
andlogos ODN clase C de eslos experimentos se caracterizaron, en parte, por la
presencia de Emticions invertidas interrumpidas ricas en AT o por la presencia de
repeticiones invertidas interrumpidas que contienen residuos de espaciador D en lugar

de residuos de nucledtidos convencionales,

Los ODN se obtuvieron de la manera descrita en el Ejemplo 1. Los ODN de

prueba fueron los siguientes:

645 T*C'G*T*C_G*'T*T*T*T*TTA*A'T*AYT'T*T*A'T*T*A (N°de 1D de Ia SEC.5%)
646 T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*'A*A*T*A*T*T*T*A*T*T*Q (N°de ID de la SEC. 50)
647 T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*TT*ATA*T*A*T*C*C*A*T*T*A (N° de 1D de la SEC.58)

649 T*C*G*T*C_G*T ""I*I""'I"'A"'C"-G *G'C*QILOLOL*T*G*C*C*G  (N"de ID de'la SEC 43)
650 T*C*G*T*C_G*T*T*L*L*A*C*G*Q*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G  (N"de D dela SEC. 38)
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651 TC*G*T*C_G'"T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*LAL*C*C*Q*C*C*G  (N"de D de la SEC. 54) ’\(-\j

donde * representa un enlace internucleétido fosforotioato y _ representa un enlace

" intemucleétido fosfodiéster y L representa un espaciador D.

Las PBMC humanas se obtuvicron y trataron de manera andloga a la descrita en
el Ejemplo 1.

La cantidad de IFN-a en los sobrenadantes usando el ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) de manera andloga a la descrita en el Ejemplo 1.

Resultados. Los ODN clase C 645, 646 y 647, caracterizados en parte por la
presencia de repeticiones invertidas interrumpidas ricas en AT, indujeron cantidades
moderadas de IFN-a (tfpicamente aprox. 1200-1500 pg/ml) cuando tuvieron una
concentracién de 1 pM. La cantidad de IFN-a que indujeron estos ODN superd
significativamente la cantidad de IFN-a que indujo la misma concentracién de ODN
2006 o 1982. Los ODN clase C 649, 650 y 651, caracterizados en parte por la presencia
de repeticiones invertidas interrumpidas ricas en residuos de espaciador D, indujeron
grandes cantidades de IFN-a (tfpicamente aprox. 2000-2500 pg/mI) cuando tuvieron
una concentracién de 1 pM. La cantidad de IFN-a que indujeron estos ODN superd
significativamente la cantidad de IFN-a que indujo la misma concentracién de ODN
2006 & 1982.

Tomados en conjunto, los resultados de estos experimentos demuestran que los
andlogos ODN clase C de la invencién, caracterizados en parte por la presencia de
repeticiones invertidas interrumpidas ricas en AT o por la presencia de repeticiones
invertidas interrumpidas que contienen residuos de espaciador D en lugar de residuos de
nucledtidos convencionales, inducen eficazmente la secrecién de IFN-a in vitro.

Ejemplo 3
Otros andlogos ODN clase C inducen la secrecidon de IFN-a y la actividad de los TLR9
humanos in vitro

En esta serie de experimentos, se analizaron los anélogos OD.N clase Cdela
invencion in vitro para determinar su capacidad para estimular las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) humana para secretar INF-x y estimular
las células HEK293, transfectadas de manera estable con TLR9 humano y un constructo
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reportero de NF-xB para demostrar la seflalizacidn del TLRY. El protocolo bésico es el
descrito en el Ejemplo 1, excepto que los ODN de prucba fueron los siguientes:

664
376
801
893
854
882
2%
229
2337
2341
357

T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G*A*C*G*T*G
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*Q*T*G*A*C*G
T*C_G*T*C_G*A*C_G*T*T*C_Q*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G
T*CP'GPT*C_G*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G
T*C*G*T*C_G*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*C
THC*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G* T*G*A*C*G*T*T
T*C*G*T*C_G*A*C_G*A*T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G
T*CG*T*C*G*A*C*G*A_T_C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G
T*C*G*A*C_G*T*C*G*A*C_G*T*G'A*C*G*T*T
TC*GYA*C_G'T'C*G*A*C*G*T_G*A*C*G'T*T
TSCIGAT*C_G*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G*T

(WN°de ID de la SEC. 62) .

(N° de 1D de 1a SEC, 61)
(N° de 1D de la SEC. 65)
(N° de 1D de I SEC. 66)
(N° de 1D de Ia SEC. 67)
(N° de ID de la SEC. 63)
(N° de ID de la SEC. 64)
(N" de D de ia SEC. 64)
" (N"de ID de la SEC. 63)
(N° de 1D de la SEC. 63)
(N° de 1D de la SEC. 68)

donde * representa un enlace fosforotioalo y _ representa un enlace fosfodiéster.

Se analizaron los ODN en diferentes concentraciones mediante el ensayo de gen
reportero del TLRY. Se calculé la EC50 (concentracién de ODN con la cual el efecto
fue el 50:porciento del efecto miximo) usando un SigmaPlot (SigmaPlot 2002 para
Windows, version 8.0). El Indice de estimulacién méximo (max SI) se calculé como el
cociente entre el valor méximo de todas las concentraciones analizadss de cada ODN y
el medio de control. Los resultados se reproducen en la Tabla 1, donde puede
observarse que los Indices de estimulacién dentro del intervalo de 10 a 30 fueron
comunes.

TABLA 1
Los ODN CpG clase C de la invencion activan los TLR9 humanos
ODN ECS0 (nM) Max Sl
801 130 29
2341 2900 27
2357 1900 19
882 2700 15
893 3500 §|
894 2800 1
2290 1200 11
2337 3900 11
664 1290 5
2292 2700 5
376 230 2
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Las PBMC humanas secretaron grandes cantidades de IFN-a después de su incubacién
durante 24 horas con estos ODN CpG clase C. Las cantidades tipicas de IFN-a
oscilaron entre 3000 y 4000 pg/ml después de la incubacién con ODN en
concentraciones iguales o inferiores a | pM. Las curvas de respuesta del IFN-a en estos
experimentos fueron muy similares a las que se observan en la FIG. 2.

Ejemplo 4
Los andlogos ODN clase C inducen respuestas imnunitarias especificas del antigeno in
vivo

En esta serie de experimentos, los ODN CpG de la invencitn s analizaron in
vivo en conjunto con vacunas en ratones. Se observo que los ODN clase C de [a
invencién aumentaron los titulos de IgG total e IgG2a especificas del antigeno (IgG
similar a Th1 en ratones) como también las respuestas de los linfocitos T citotdxicos
(CTL) especificos del antigeno de manera al menos comparable con el ODN CpG clase
B 2006.

Los ODN se obtuvieron de la manera descrita en el Ejemplo 1.

. Para todos los exbe[imentos se usaron ratones BALB/c hembra (6 a 8 semanas
de edad). Los animales se adquirieron a Charles River Canada (Québec, Canadd) y se
albergaron en microaisladores en las instalaciones de cuidado de animales del Instituto
de Investigacioes del Hospital de Ottawa, Civic Site.

En todos los ensayos in vifro se usaron esplenocitos de ratén BALB/c no
tratados. Se les anestesié con isofluorano y se practicé la eutanasia por dislocacion
cervical. Se les extirpé el bazo en condiciones asépticas y se los colocé en solucién
salina con tampén de fosfato (PBS) + 0.2% de albimina de suero bovino (Sigma
Chemical Company). Luego se homogeneizaron los bazos y se resuspendieron los
esplenocitos en medio de cultivo de tejido RPMI 1640 (Life Technologies, Grand

‘Island, NY) y se los complement6 con 2% de suero de ratén normal (Cedarlane

Laboratorios, Ontario, Cenadd), solucién de penicilina-estreptomicina {concentracién
final de 1000 U/ml y 1 mg/ml, respectivamente; Sigma Chemical Company) y 5 x 10
M p-mercaptoetanol (Sigma Chemical Company).

Se inmunizd a los ratones BALB/c (n=10/grupo) con | pg de antigeno de
superficie de la hepatitis B (HBsAg) subtipo ad (Intemational Enzymes, dA) solooen
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.combinacién con 1 a 100 pg de ODN CpG 2006, 608, 611, 618 u ODN CpG 620. Se les

desangnd y administré un refuerzo 4 semanas después de la vacunacién primaria. Dos
semanas después del refuerzo, se sacrificé a 5 animales de cada grupo y se les retirS el
bazo para ruliz_ar andlisis de CTL.

Se detectaron los anticuerpos (IgG total, IgG 1 e 1gG2a) especificos del HBsAg
(anti-HBs) y se los cuantificé mediante el ensayo ELISA con la dilucién del criterio de
valoracion, el cual se realizd por triplicado en la muestra de cada animal. Los titulos del
criterio de valoracién se definieron como la méxima dilucién plasmética que produjo un
valor de absorbancia (OD 450) dos veces mayor que ¢l del plasma no inmune con un
valor de corte de 0.05. Estos se informaron como titulos medios del grupo (GMT) +

- SEM.

Los ensayos de CTL se realizaron siguiendo ¢l método esténder. Brevemente, se
retiraron los bazos 4 semanas después de la vacunacion y se los homogeneizé en una
suspensién de una (nica célula en medio de cultivo de tejido RPMI 1640 (Life
Technologies, Grand Island, NY) complementado con 10% de suero fetal bovino (Life
Technologies), solucién de penicilina-estreplomicina (concentracién final de 1000 U/ml
y | mg/ml, respectivamentc; Sigma, Irvine, RU) y 5 x 10° M B-mercaptoetanol (Sigma)
(RPMI 1640 completo). Los linfocitos especificos del HBsAg en las suspensiones de
esplenocitos (3 x 10° células/ml) se reestimularon durante 5 dias incubdndolos con una
linea celular murina (p815-S) que expresaba ¢l HBsAg. Después de la reestipulacion, se
determind el potencial de los linficitos de erradicar las células que expresaban el
HBsAg utilizando el ensayo de liberacion de *'Cr. Los resultados s expresan como %
de lisis especifica en diferentes relaciones efector:blanco (E:T).

Resultados: Los resultados representativos se observan en las FIGS. 4-6. Como
se observa en la FIG, 4, los titulos de IgG tolal para ¢l ODN 2006 y el ODN 620 fueron
dependientes de la dosis y aproximadamente 5 x 10° y 6.5 x 10°, respectivamente con
una dosis de ODN de | pg. Los titulos de IgG total para el ODN 2006 y el ODN 620
fueron aproximadamente 1 x 10* con la dosis de ODN de 100 ug. Como se observa en
ia FIG. 8, tanto el ODN 2006 como el ODN 620 aumentaron significativamente la
IgG2a (1gG similar a Thl en ratones) en comparacién con el ODN 2137 no CpG
utilizado como control (TGCTGCTTTTGTGCTTTTGTGCTT; N°DE ID DE LA
SEC.: 60). Especificamente, los titulos de 1gG2a con los ODN 2006, 620 y 2137
administrados en dosis de 10 pg fueron aproximadamente 3 x 10°, 6x 10’ y 3 x 102,



10

15

20

25

30

‘WO 2005/042018 PCT/US2004/036240
-67-

respectivamente. Como se observa en la FIG. 6, la actividad de los CTL con una
relacién E:T de 100:1 con los ODN 2006 y 620 fue significativamente mayor que el
control con dosis de 10 y 100 pg. Por ¢jemplo, el porcentaje de lisis especifica pars los
ODN 2006, 260 y 2137 administrados en dosis de 10 pg fue aproximadamente 26%,
24%y 12%. _

Tomados en conjunto, los resultados de estos experimentos demuestrun que los
andlogos ODN clase C de la invencién inducen eficazmente respuestas inmunitarias
especificas del antigeno in vivo.

Ejemplo 5
Los andlogos ODN clase C mejoran la supervivencia y reducen el volumen
tumoral en un modelo de tumor in vivo

En esta serie de experimentos, s¢ analizaron los andlogos ODN clase C de la
invencién /n vive en un modelo de neuroblastoma murino. Se observé que los andlogos
ODN de la invencién mejoraron significativamente tanto la supervivencia general como
la carga tumoral.

Los ODN se obtuvieron de la manera descrita en el Ejemplo 1.

Los ratones BALB/c se obtuvieron de la manera descrita en el Ejemplo 4.

El dia O se les inyectd a los ratones BALB/c por via subcutinea (s.c.) en la ijada
izquierda 1 x 10° células de neuroblastoma (Neuro-2a) (por ej., ATCC, CCL-131,
American Type Culture Collection, Manassas, VA). Se administraron a los_ratones
inyecciones por via s.c. de PBS, CpG 2006, CpG 620 o del ODN 2137 no CpG de
control desde el dia 10 hasts el dfa 25. Se determinaron el porcentaje de supervivencia y
el volumen tumoral.

Resultados. Los resultados representativos se observan en la Fig. 7. Como se
observa en la FIG. 7A, los ratones tratados con 100 pg de ODN 620 tuvieron una tasa
de supervivencia del 50% a los 80 dias, en comparacién con las comrespondientes tasas

de supervivencia de 0-20% para ¢l ODN 2006, el ODN 2137 y la PBS. Ademis, como .

se observa en la FIG. 7B, los ratones tratados con 100 pg de ODN 620 tuvieron un
volumen tumoral que alcanzé un méximo de aproximadamente 1000 mm® el dfa 28 y se
redujo a 0 mm® en 38 dias. Por el contrario, los ratones tratados con ODN 2137 o PBS
tuvieron un crecimiento tumoral monétono y mds riipido.,



'@

15

20

25

30

WO 2005/042018 PCT/US2004/036240
-68- .

Tomados en su. conjunto, los resultados de estos experimentos demuestran que

los andlogos ODN clase C de Ia invencién mejoran eficazmente la supervivencia y

reducen el volumen tumoral en un modelo de tumor in vivo.

Ejemplo 6
Metabolismo y distribucién tisular de los andlogos ODN clase C

Los estudios de adsorcién/distribucién realizados con los andlogos ODN clase C
de la invencién demostraron un metabolismo y una eliminacién favorable de érganos
tales como el rifion y el higado después de la administracién de un tratamiento
subcuténeo a ratones. -

Se dividio a los ratones en grupos de 5 y a cada uno se le administraron 250 pg
de ODN en una Gnica dosis subcutdnea ¢l dia 0. En diversos puntos, se extirparon los
6rganos (higado, riflones y bazo) y se extrajeron el oligonucleétido y sus metabolitos
para cuantificar su contenido.

Resultados. Los ODN de la invencion (por ¢j., 611 y 620) demostraron una
menor acumulacién en los 6rganos que los ODN palindrémicos totalmente fosforotioato
conocidos, tales como el 2429. Por ejemplo, ¢l dia 3, los niveles de ODN 611, 620 y
2429 en el rifién fueron aproximadamente 70 + 28, 30 + 18 y 90 + 10 mg/kg,
respectivamente. Del mismo modo; el dia 3, los niveles de ODN 611, 620 y 2429 en el
higado fueron aproximadamente 45 + 15,28 + 12y 150 i 15 mg/kg, respectivamente.

Tomados en su conjunto, estos resultados demuestran que los andlogos ODN
clase C de la invencidn tienen un metabolismo y una eliminacién favorable de los
érganos en los cuales otros ODN se acumulan. ]

Ejemplo 7
Caracteristicas flsicas de los andlogos ODN clase C

En este grupo de experimentos, se caracterizaron los ODN 2429, 611, 620, 608
(T*C*G*T*C_G*"T*T*T*T*C_G*G*C_G*C*G*C_G*C*C*G, N°dc ID de Ia SEC.:
51) y 618 (T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C_G*G*C*G*G*C*C_G*C*C*G,N°de ID de
la SEC.: 53) usando la cromatografia por exclusién de tamafio, la electroforesis capilar
en gel (CGE), la desnaturalizacién térmica UV y la cromatografia liquida de alta
presién (HPLC). Cuando se investigaron el ODN 611 y el ODN 620 mediante la
cromatografia por exclusién de tamaflo (225 1M en PBS), sélo se observé un pico por
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cada compuesto, es decir, cada oligonucleétido eluido como un mondmero. Por el
contrario cuando se investigaron los ODN 608 y 618 (cade uno de los cuales contiene
una secuencia palindrémica) mediante la cromatografia por esclusién de tamafio, se
observaron dos picos por cada oligonucleétido, lo cual es consistente con la presencia
de un dimero intermolecular ademés del monémero. Sin embargo, los estudios de
desnaturalizacién térmica UV indicaron que el ODN 611 y el ODN 620 tenfan una
estructura secundaria en la solucién, consistentes con una estructura en horquilia
intramolecular. Se cree que la estructura en horquilla es el resultado de la repeticién
invertida de las secuencias 611 y 620. En generul, sc observaron picos més agudos en la
HPLC y en la CGE de estas secuencias que en las secuencias ODN 2429 y ODN 608.

Tomados en su conjunto, estos resultados indican que los anglogos ODN clase C
de la invencidn tienden a formar estructuras secundarias intramoleculares y no forman
complejos intermoleculares in viiro en la concentracion analizada, mientras que los
ODN clase C que contienen un palindromo tienden a asociarse en complejos a través de
interacciones intermolecularcs. No obstante, in vivo, ¢s probable que las
concentraciones de ODN alcanzadas en el compartimiento intraendosémico sean
suficientemente elevadas para favorecer a los complejos dobles o incluso de orden
superior de ODN, incluidos los complejos dobles o de orden superior de los andlogos
ODN clase C de la invenci6n.

EQUIVALENTES

Las especificaciones escritas que anteceden se consideran suficientes para
permitir que quicnes tienen conocimientos del arte pongan en préctica la invencién. Los
conocedores del arte verédn diversas modificaciones de la invencion, ademds de las
descritas en la presente, a partir de la descripcion precedente, Ias cuales entran dentro
del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Las ventajas y los objetos de la invencién
no estdn necesariamente incluidos en cada realizacion de la invenci6n.

Todas las referencias, patentes y publicaciones de patentes citadas quedan
totalmente incorporadas a la presente por referencia.

Reivindicamos:
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REIVINDICACIONES

i. Una composicién compuesia por una molécula de dcido nucleico

inmunoestimulante de la Férmula I
Z, [(X1Y1R1) N (X2Y2R2)k Za]p (S1)q N’ (Na)...(N2)(N1) S2 (N1#)(Naw)...(Nns) Z3
(Férmula I)

donde cada Z,, Z; y Z; es independientemente cualquier secuenciade 0 a 12
nucleétidos de longitud que opcionalmente incluye un conectador no nucleotidico o un
e.spnciador D abisico;

cada X, y X3 es independientemente un nucléotido que contiene timina, uracilo,
adenina o un uracilo sustituido en la posicién §;

cada Y, e Y2 es independientemente una citosina (C) o una citosina modificada;

cada R, y R; es independientemente una guanina (G) o una guanina modificadas;

cada N y N’ es independientemente cualquier secuencia de 0 a 12 nucledtidos de
longitud que opcionalmente incluye un conectador no nucleotidico o un espaciador D
abdsico;

S, es un conectador no nucleotidico, un conectador abdsico (espaciadores D),
unidades de trietilenglicol o unidades de hexactilenglicol, que opcionalmente aportan
enlaces intemucledtidos en las posiciones 2°5°-, 5°5°-, 3°3'-,2'2’-02'3"; .

S2 es cualquier secuencia no palindrémica de 1 a 10 nucleétidos de longitud o un
conectador no nucleot(dico, un conectador abisico (espaciadores D), unidades de
trietilenglicol o unidades de hexaetilenglicol;

cada Ny, N3, ... Ny, ¥ Nig, N2y, ... Ny es cualquier nucledtido o nucleétido
modificado donde N, forma un par de bases con Ny, N2 forma un par de bases con Nas,
... ¥ Ny forma un par de bases con N»;

kesunenterodeOa5;

nesunenterode 2 a 16;

_ pesunenterode 1 a6; y

qesunenterode 0a 10;

y donde cuando (Np)...(N2Y(N;) S2 (N1s}(Nas)..(Nw) es de 10 a 42 nucledtidos
de longitud, Sz es de 4 a 10 nucledtidos de longitud, S; comprende un conectador no

- nucleotidico, un conectador abésico (espaciadores D), unidades de trietilenglicol o

unidades de hexaetilenglicol, y/o (Nh)... (N2)(N1) S2 (Na)(Na)...(Nw) tiene un
contenido de GC que es inferior a 2/3.

A\
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2 La molécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1,
donde cada Ny, Ny, ... N ¥ Ny, Nag ... Ny 3¢ escoge entre C, G o sus modificaciones,
y donde C forma un par de bases con G.

3. La molécula de dcido nucleico inmunoestimulaqte de la reivindicacién 1,
donde cada Nj, Ny, ... N; Y Nis, Nas ... Nos se escoge entre T, A, o sus modificaciones,
y donde T forma un par de bases con A.

4, La molécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1,
donde cada Nj, Nz, ... No ¥ Nis, Nas ... Nus se escoge entre C, T, A, G o sus
modificaciones, y donde C forma un par de bases con G, T forma un par de bases con
G, A forma un par de bases con T, y A forma un par de bases con G.

5. La molécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1,
donde cada Ny, N3, ... N, ¥ Nis, Nas ... N;p se escoge entre nucledtidos modificados o
no modificados, cada uno de los cuales forma pares de bases de Watson-Crick.

6. La molécula de 4cido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1,
donde al menos uno de cada Nj, N, ... N, ¥ Nis, N2s ... N S¢ escoge entre nucledtidos
modificados o no modificados que forman peres de bases de Watson-Crick.

7. La molécula de 4cido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1,
que ademds incluye un esqueleto parcialmente estabilizado con al menos un enlace
fosfodiéster.

8. La molécula de 4cido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién 1,
que ademds incluye un esqueleto con al menos un enlace intemucledtidos estabilizado.

9. La molécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1,
donde todos enlaces internuclettidos del oligonuclestido son enlaces fosforotioato.

10. La molécula de &cido nucleico inmunoestimulante de ia reivindicacion 1,
que ademds incluye un esqueleto estabilizado con un enlace fosfodiéster que une al
menos uno de YR, o YaRa.

11. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicaci6n 1,
donde Y, esC.

12, Lamolécula de 4cido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién 1,
donde R; es G.

13. La molécula de icido nucleico inmuncestimulante de la reivindicacién 1,
donde YicsCyR,esG.
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14,  Lamolécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1,
donde X; 0 X3 es T.

15. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion I,
donde X;es T, X2es T, Y esC,RiesGykes I.

16. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1,
donde X;es T, XzesT, YiesC,Ryes G, kes |, pes [, Ny N’ y Z, contienen cero
nucledtidos y Z; es TTTT o d(UUUU).

17.  Lamolécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién 1,
donde Sz es un conectador no nucleotidico.

18.  La molécula de cido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién 1,
donde S; contiene al menos un residuo espaciador D abésico.

19.  La molécula de &cido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién 1,
donde el oligonuclestido incluye al menos un enlace no nuclessido ramificado.

20. La molécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicaci6n 1,

-que ademds incluye al menos una unidad duplicadora, una unidad triplicadora o al

menos una unidad duplicadora y al menos una unidad triplicadora.

21.  La molécula de &cido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion I,
donde S, es una unidad duplicadora o una unidad triplicadora.

22. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1, '
donde el oligonucléotido incluye al menos un ¢nlace internucledsido en las posiciones
2'5"-, 5'5'-,3'3'-,2°2- 6 2'3'-,

23.  Una molécula de écido nucleico inmunoestimulante de fa Férmula 111

{Z)m Z3(S3) {Férmula ITI)
donde

2’ esZ; [(XiYiR1) N (Xa2YaRa)k Za]p (S1)q N’ (No)...(N3)(N2)(Ny) S;
(N12)(N2#)(Nas)...(Nm);

cada Z, Z; y Z, es independientemente cualquier secuencia de 0 a 12
nucleétidos de longitud que opcionalmente incluye un conectador no nucledtido o un
espaciador D abdsico;

cada X; y Xz es independientemente un nucléotido que contiene timina, uracilo,
adenina o un uracilo sustituido en la posicién 5;

cada Y ¢ Y3 e3 independientemente una citosina o una citosina modificada;

cada R, y Rz es independientemente una guanina o una guanina modificada;
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cada N y N’ es independientemente cualquier secuencia de 0 a 12 nucleétidos de \

longitud que opcionalménte incluye un conectador no nucleotfdico o un espaciador D
abdsico;

S, es un conectador no nucleotidico, un conectador abdsico (espaciadores D),
unidades de trietilenglicol o unidades de hexaetilenglicol, que opcionalmente aportan
enlaces intemucledtidos en las posiciones 2°5’-, 5'5'-, 3'3°-, 2'2'-.6 2°3"-;

Sz es cualquier secuencia no palindrémica de 1 a 10 nucledtidos de longitud o un
conectador no nucleotidico, un conectador abdsico (espaciadores D), unidades de
trietilenglicol o unidades de hexactilenglicol;

S5 es un enlace internucledsido directo o indirecto en las posiciones 2°5’-, 5°5'-,
3'3’-, 2°2’- 6 2'3’- 0 un conectador no nucleotidico, el cual incluye conectadores
abidsicos (espaciadores D), unidades de trietilenglicol o unidades de hexaetilenglicol
que facilitan un enlace en la posicion 2'5°-, 5°5’-, 3'3'-, 2'2’- 0 2'"- de m partes de la
secuencia;

cada Nj, Nz ... Np ¥ Nig, Nas, ... Nog es cuslquier nucleétido o nucledtido
modificado donde N, forma un par de bases con N3, Nz forma un par de bases con Ny,
Nj forma un par de bases con Ny ... y N, forma un par de bases con Nys;

kesunenterode 0a5;

mesunenterode 2 a 10;

n ¢s un entero de 2 a 16;

pesunenterode 1 a 6; y

qesunenterode 0a 10.

24. Una composicién compuesta por una molécula -de écido nucleico
inmunoestimulante de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 23 donde Z, [(X;YIR;)
N (XzYzRa)x Z>], (S1)4 €s una secuencia no palindrémica.

25. Una composicién compuesta por una molécula de dcido nucleico
inmunoestimulante de la reivindicacién 1 o de la reivindicacién 23 donde Z, [(X;YRi)
N (XaYaRa)k Z3]; (S1)qes TCGTCGTTTT (N° DE ID DE LA SEC.: 40),
TCGTCGTTLL, TCGA, TCGAC, TCGACGTC, o TCGACGTCG, donde L es un
espaciador D.

26. Una composicion compuesta por una molécula de dcido nucleico
infunoestimulante de la reivindicacién 1 o de la reivindicacién 23 donde Z, [(X,Y:R1)
N (X2Y2R2)x Zz]p (S1)q es una secuencia palindrémica.
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27." La molécula de dcido nucleico inmuncestimulante de la reivindicacion 1
o de ia reivindicacibn 23 donde Z, [(X,Y\R)) N (XaYaRak Zz)p (Si) es
TCGACGTCGA (N° DE ID DE LA SEC.: 19) o TCGTCGACGA (N° DE ID DE LA
SEC.: 34)

28. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1
o de la reivindicacién 23 donde Z; [(X,YR;) N (XaY2Ra)k Zz2]p (S1)g
TCGCGACGTT (N°DE ID DE LA SEC.: 26) O TCGCGTCGTT (N° DE ID DE LA
SEC.: 69)

29. La molécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1
donde (N,)...(N2)(N1) S2 (N1#)(Nas)...(Nw) Zs comprende una secuencia

AGCGAAGCT,

CAATATTTATTG (N° DE ID DE LA SEC.: 1),

CCGTTTTGTGG (N° DE ID DE LA SEC.: 2),

CGGCGCCCGTGCCG (N°DE ID DE LA SEC.: 19),

CGGCGCCGTTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 34),

CGGCGLLCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 5),

CGGCGLLLTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 6),

CGGCGGLLCCGCCG (N°DE ID DE LA SEC.: 7),

CGGCGTCGCCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 8),

CGTCGACGGGACGGG (N° DE ID DE LA SEC.: 10),

CGTCGACGTGACGGG (N° DE ID DE LA SEC.: 11),

GAGAGTTGGGCTCTC (N° DE ID DE LA SEC.: 12),

GTCGAGGAGGT (N° DE ID DE LA SEC.: 14),

TAATALLTATTA (N° DE ID DE LA SEC.: 15),

TAATATCCATTA (N° DE ID DE LA SEC.: 16), 0

TAATATTTATTA (N° DE ID DE LA SEC.: 17),

donde L es un espaciador D.

30. Lamolécula de écido nucleico inmuncestimulante de la reivindicacion 1
donde (Np)...(IN2)(N1) Sz (N1s)}(Naa)...(Nmw) comprende una secuencia
GGCGCGCTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 13)

31. La molécula de écido nucleico inmunoestimulante de ia reivindicacion 1
que incluye una secuencia

* TCGACGTCGACCGTTTTGTGG (N° DE ID DE LA SEC.: 20),
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TCGACGTCGACGGGACGGG (N° DE ID DE LA SEC.: 21),
TCGACGTCGACGTGACGGG (N° DE ID DE LA SEC.: 22),
TCGACGTCGAGAGTTGGGCTCTC (N° DE ID DE LA SEC.: 23),
TCGACGTCGAGCGAAGCT (N° DE ID DE LA SEC.: 24), 0
TCGACGTCGAGGAGGT (N° DE ID DE LA SEC.: 25)
32. La molécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1
que incluye una secuencia -
TCGTCGTTLLACGGCGCCGTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 37),
TCGTCGTTLLACGGCGLLLTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 38),
TCGFCGTTLLCGGCGCGGCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 39),
TCGTCGTTTTACGGCGCCGTTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 44),
TCGTCGTTTTACGGCGLLLTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 45),
-TCGTCGTTTTACGGCGTTTTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 49),
TCGTCGTTTTCAATATTTATTG (N° DE ID DE LA SEC.: 50),
TCGTCGTTTTCGGCGLLCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 52),
TCGTCGTTTTCGGCGGLLCCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 54),
TCGTCGTTTTCGGCGTCGCCGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 55),
TCGTCG'ITﬁTAATALLTATTA (N°DE ID DE LA SEC.: 57),
TCGTCGTTTTTAATATCCATTA (N° DE ID DE LA SEC.: 58), 0
TCGTCGTTTTTAATATTTATTA (N° DE ID DE LA SEC.: 59),
donde L es un espaciador D.
33. La molécula de dcido nucleico inmuncestimulante de la reivindicacion 1

r

que incluye una secuencia

TCGCGTCGTTCGGCGCGCTGCCG (N° DE ID DE LA SEC.: 30).

34. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion |
que incluye una secuencia TCGCGACGTTCGGCGCGCTGCCG (N° DE ID DE LA
SEC.: 27). .

35. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante.de la reivindicacion 1
que incluye una secuencia escogida entre
T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*C_G*T*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 43),

T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 43),
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T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (N° DE ID DE LA
SEC.: 42),

T*C*G*T*C*G*C*T*T*T*G*C*G*A*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 36),

T*C*G*T*C*G*C*C*C*G*G*C*G*A*C*G*C*'C*G*T*G*C*C*G (N°DE ID DE
LA SEC.: 35),

T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*T*G*C*C*G (N° DE ID DE
LA SEC.: 44),

T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (N° DE ID DE LA
SEC.: 37),

T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 45),

T*C*G*T*C*G*T*T*L*L"A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 38),

T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*L*L*C*C*G*C*C*G (N° DE ID DE LA
SEC.: 54),

T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*T*C*G*C*C*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 535), :
T*C*G*T*C*G*T*T*L*L*C*G*G*C*G*C*G*G*C*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 39),

T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*L*L*C*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 52),

TeC* G T*C* G T*T* T* T* T A A*T* A T* T*T*A*T*T*A* (N°DE ID DE LA
SEC.: 59),

T*C*G*T*C_G*'T*T*T*T*T*A*A*T*A*T*T*T*A*T*T*A (N° DE ID DE LA SEC.:
59),

T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*A*A*T*A*T*T*T*A*T*T*G (N° DE ID DE LA SEC.:
50),

T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*T*A*A*T*A*T*C*C*A*T*T*A* (N°DE ID DE LA
SEC.: 58),

T*C*G*T*C*G*G*"T*T*T*T*T*A*A*T*A*L*L*T*A*T*T*A (N°DE ID DE LA
SEC.: 57),

T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G (SEQ ID: 45),

o
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T*C*G*T*C_G*T*T*L*L*A*C*G*G*C*G*L*L*L*T*G*C*C*G* (N° DE ID DE
LA SEC.: 38),y '
T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*C*G*G*C*G*G*L*L*C*C*G*C*C*G (N DEID DE LA
SEC.: 54),

donde L es un espaciador D, * es fosforotioato y _ es fosfodidéster.

36. La molécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1 que
incluye una secuencia escogida entre
T*C*G*A*C*G*T*C*G_A_C*G*G*G*A*C*G*G*G* (N° DE ID DE LA SEC.: 21),
T*C*G*A*C*G*T*C*G_A_C*G*T*G*A*C*G*G*G (N° DE ID DE LA SEC.: 22),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*G*G*A*C*G*G*G (N° DE ID DE LA SEC.: 21),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*G*G*A*G*G*T (N° DE ID DE LA SEC.: 25),
T*C*G*A*C*G*T*C*"G*"A*G*C*G*A*A*G*C*T (N° DE ID DE LA SEC.: 24),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*C*G*T*T*T*T*G*T*G*G (SEQID NO:20), y
T*C*G*A*C*'G*T*C*'G*"A*G*A*G*T*T*G*G*G*C*T*C*T*C(N"DE ID DE LA
SEC.: 23),
donde * es fosforotioato y _ es fosfodiéster.

37. La molécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1 que
incluye una secuencia escogida entre '
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G*A*C*G*T*G (N° DE ID DE LA SEC.: 62),
T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G*A*C*G (N° DE ID DE LA SEC.: 61),
T*C_G*T*C_G*A*C_G*T*T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G ( N°DE ID DE
LA SEC.: 65), )
T*C*G*T*C_G*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N° DE ID DE LA SEC.
66), :
T*C*G*T*C_G*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N°DE IDDE LA
SEC.: 67),

T*C*G*A*C*G*T*C*G*A*C*G*T*G*A*C*G*T*T (N° DE ID DE LA SEC.: 63).
T*C*G*T*C_G*A*C_G*A*T*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N°DE IDDE
LA SEC.: 64),
T*C*G*T*C*G*A*C*G*A_T_C*G*G*C*G*C*'C*G*T*G*C*C*"G (N°DEID DE
LA SEC.: 64),
T*C*G*A*C_G*T*C*G*A*C_G*T*G*A*C*G*T*T (N° DE ID DE LA SEC.: 63),

W
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T*C*G*A*C_G*T*C*G*A*C*G*T_G*A*C*G*T*T (N° DE ID DE LA SEC.: 63), y
T*C*G*T*C_G*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G*T(N°DE IDDE LA
SEC.: 68),

donde * es fosforotioato y _ cs fosfodiéster.

38. La molécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién 1 que
incluye una sécqencia escogida entre
T*C*G*C_G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 30),
T*C*G_C*G*T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G(N°DEID DE LA
SEC.: 30),y
T*C*G*C*G_T*C*G*T*T*C_G*G*C*G*C_G*C*T*G*C*C*G (N"DE ID DE LA
SEC.: 30),
donde * es fosforotioato y _ es fosfodiéster.

39. Lamolécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1,
que incluye una secuencia '

TCGCGACGTTCGGCGCGCTGCCG (N° DE 1D DE LA SEC.: 27).
donde * es fosforotioato y _ es fosfodiéster.

40. La molécula de dcido nucleico inmuncestimulante de la reivindicacién 1,
que incluye una sccuencia escogida entre
T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*T*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 48),

T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*G*C*C*G (N° DE ID DE LA
SEC.:47),y

T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*C*G (N° DE ID DE LA SEC.:
46),

donde * es fosforotioato y _ es fosfodiéster.

4]. La molécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion |,
que incluye una secuencia
T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*T*C*G*T*G*C*C*G (N°DE ID DE LA
SEC.: 48),
donde * es fosforotioato y _ es fosfodiéster.
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42. La molécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion 1,
donde al menos un nucledtido del oligonucledtido es una purina o una pirimidina
sustituida o modificada.

43. La molécula de écido nucleico inmunocestimulante de la reivindicscion 1,
donde la pirimidina sustituida es una pirimidina sustituida en la posicién C5- o C6-.

44, La molécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién 1,
donde la purina sustituida es una purina sustituida en la posicién C8- o0 C7-.

45. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion
42, donde la purina o la pirimidina sustituidas o modificadas se escogen entre ¢l grupo
compuesto por citosinas sustituidas en la posicién 5, citosinas sustituidas en la posicién
6, citosinas sustituidas en la posicién N4, 5-azacitosins, 2-mercaptocitosina, isocitosina,
pseudoisocitosina, andlogos de la citosina con sistemas de anillos condensados, y
derivados del uracilo, derivados de la timina, 7-deazaguanina, 7-deazaguanina
sustituida en la posicién 7, 7-decazaguanina sustituida en la posicién 8, 7-deaza-8-
azaguanina, hipoxantina, guaninas sustituidas en la posicién N2, 5-amino-3-metil-
3H,6H-tiazolo[4,5-d]pirimidina-2,7-diona, 2,6-diaminopurina, 2-aminopurina, purina,
indol, adeninas sustituidas, guanina sustituida en Ia posicion 8 y 6-tioguanina.

46. La molécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién
42, donde la purina o la pirimidina sustituidas o modificadas se escogen entre el grupo
compuesto por S-metilcitosina, 5-fluorocitosina, 5-clorocitosina, 5-bromocitosina, 5-
yodocitosina, 5-hidroxicitosina, 6-hidroxicitosina, 5-hidroximetilcitosina, 5-
difluorometilcitosina y 5-alquinilcitosina, N4-etilcitosina, N,N'-propilencitosina,
fenoxacina, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-bromoviniluracilo, 4-tiouracilo, 5-
hidroxiuracilo, 5-propiniluracilo, 2-tiotimina, 4-tiotimina, timinas sustituidas en la
posicién 6, 7-deaza-7-(C2-C6)alquinilguanina, N2-metilguanina, N6-metiladenina, 8-
oxoadenina, 8-hidroxiguanina y 8-bromoguanina no sust;;uidos o sustituidos.

47.  Lamolécula de dcido nucleico de la reivindicacién 42, donde Ia purina o
la pirimidina sustituidas o modificadas se escogen del grupo compuesto por una base
universal un sistema de anillos arométicos, un sisiema de anillos arométicos y un dtomo
de hidrégeno (espaciador D).

48. Lamolécula de cido nucleico de la reivindicacidn 42, donde 1a purina o la
pirimidina sustituidas o modificadas sc escogen del grupo compuesto por 4-metilindol,
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5-nitroindol, 3-nitropirrol, base P y base K, bencimidazol, diclorobencimidazol, 1-
metil-1H-{1,2,4]triazol-3-4cido carboxIilico amida, fluorobenceno y difluorobenceno.

49, Lamolécula de 4cido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién |,
donde N, S, X 0 Z es sustituido por un residuo escogido del grupo compuesto por una
cadena alquilo de C6 a C30, &cidos biliares, dcido cdlico, dcido tauroctlico,
desoxicolato, colesterol, dcido oleil-litocélico, dcido oleoilcolénico, glicollpidos,
fosfolipidos,-esfingolipidos, isoprenoides, esteroides, vitaminas, vitamina E, dcidos
grasos saturados, écidos grasos no saturados, ésteres de dcidos grasos, triglicéridos,
pirenos, porfirinas, Texafirina, adamantano, acridinas, biotina, coumarina, fluoresceina,
rodamina, Rojo Texas, digoxigenina, dimetoxitritil, t-butildimetilsilil, t-butildifenilsilil,
colorantes cianina, colorante cianina Cy3, colorante cianina Cy576, colorante Hoechst
33258, psoralén e ibuprofeno.

50. Una molécula de 4cido nucleico inmunoestimulante que comprende

(a) un extremo 5" que comienza con un motivo inmunocstimulante escogido de
(TCGhN y RDCGYY:2N, donde T es timina, C es citosina no metilada, G es guanina,
R es.una purina, D no es C, cada Y| ¢ Y3 independientemente es una pirimidina, n es un
entero entre | y 4, inclusive, y N es cualquier secuencia de 0-12 bases de Iongim&;

(b) un extremo 3’ que termina en una repeticion invertida capaz de formar una
estructura de horquilla o de tallo y asa la cual incluye

un tallo rico en GC de 2 a 6 pares de bases consecutivos de longitud y

al menos una base no aparcada o mal apareada; y

(c) un esqueleto parcialmente estabilizado que incluye al menos un enlace
fosfodiéster 5'-CpG-3°.

. 51.  Lamolécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion

50, donde el tallo rico en GC tiene 2 pares de bases consecutivos de longitud.

52. Lamolécula de icido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion
50, donde el tallo rico en GC tiene 3 pares de bases consecutivos de longitud.

53. Lamoléculade dcido nucleic.o inmunoestimulante de la reivindicacién

. 50, donde el tallo rico en GC tiene 4 pares de bases consecutivos de longitud.

54. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de Ia reivindicacién
50, donde el tallo rico en GC tiene 5 pares de bases consecutivos de longitud.

55. Lamolécula de icido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién
50, donde el tallo rico en GC tiene 6 pares de bases consecutivos de longitud.
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56. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién A’
50, donde ¢l tallo rico en GC incluye al menos 2 pares de bases G-C.

57.  Lamolécula de 4cido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién
50, donde ¢l tallo rico en GC incluye al menos 3 pares de bases G-C.

58. Lamolécula de &cido nucleico inmunoestimulante de las
reivindicaciones 50 a 57, donde al menos una base no apareada o mal apareada es T.

. 59.  Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacion

50, donde ¢l esqueleto parcialmente estabilizado que incluye al menos un enlace
fosfodiéster 5'-CpG-3’ incluye también una pluralidad de enlaces internucleétidos
fosforotioato.

60. Lamolécula de écido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién
50, donde ¢l cxtremo 5° tiene una secuencia que es TCGTCGTTTTA (N° DE ID. DE
LA SEC.: 41).

6l. Lamolécula de dcido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién
50, donde ¢l extremo 3' que termina en una repeticidén invertida tiene una secuencia de
bases que es CGGCGCCGTGCCG (N° DE ID. DE LA SEC.: 19).

62. Lamolécula de 4cido nucleico inmunoestimulante de la reivindicacién
50, donde ¢l extremo 3' que termina en una repeticion invertida tiene una secuencia de
bases que es CGGCGTCGTGCCG (N° DE ID. DE LA SEC.: 9).

63.  Un é4cido nucleico inmunoestimulante que liene una secuencia de bases
que s TCGTCGTTTTACGGCGCCGTGCCG (N° DE ID. DE LA SEC.: 43),

64.  Un écido nucleico inmunoestimulante que tienc una secuencia de bases
que es TCGTCGTTTTACGGCGTCGTGCCG (N° DE ID. DE LA SEC.: 48).

65. Unicido nucleico inmunocestimulante que tienc una secuencia de bases
que es T*C_G*T*C*G*T*T*T*T*A*C*G*G*C*G*C*C*G*T*G*C*C*G (N DE ID.
DE LA SEC.: 43), donde * representa un enlace. internucledtido fosforotioato y _
representa un enlace internucledtido fosfodiéster.

66. Un écido nucleico inmunoestimulante que tiene una secuencia de bases
que es T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C_G*C*C_G*T*G*C*C*G (N°"DE ID.
DE LA SEC.: 43), donde * representa un enlace internucledtido fosforotioato y _
representa un enlace intemucledtido fosfodiéster.

67.  Un écido nucleico inmunoestimulante que tiene una secuencia de bascs
que es T*C*G*T*C*G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N° DE ID.
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DE LA SEC.: 43), donde * representa un enlace internucledtido fosforotioato y _
representa un enlace internucledtido fosfodiéster.

68.  Un dcido nucleico inmunoestimulante que tiene una secuencia de bases
que es T*C*G*T*C_G*T*T*T*T*A*C_G*G*C*G*C*C_G*T*G*C*C*G (N°DE ID
DE LA SEC.: 43), donde * representa un enlace internucledtido fosforotioato y _
representa un enlace internucledtido fosfodiéster.

69. Una vacuna compuesta por una molécula de dcido nucleico
inmunoestimulante de cualquicra de las reivindicaciones 1 a 68 y un antigeno.

70. Uns composicién farmacéutica que incluye una molécula de dcido
nucleico inmunoestimulante y cualquiera de las reivindicaciones 1 a 68 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

71.  Un método para inducir la expresién de interferén (IFN) tipo 1 que
comprende hacer contacto con una célula capaz dc expresar IFN tipo I mediante un
dcido nucleico inmunoestimulante de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 68, en una
cantidad suficiente para inducir la expresién del IFN tipo L.

72.  El método de la reivindicacion 71, donde ¢l IFN tipo 1 es interfertn alfa
(IFN-g).

73. Un método para inducir la expresion de interferén gamma (IFN-y) que
comprende hacer contacto con una célula capaz de expresar IFN-y mediante un écido
nucleico inmunoestimulante de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 68, en una
cantidad eficaz para inducir la expresién del INF-y.

74.  Unmétodo para activar las células killer naturales (NK), que comprende
hacer contacto con una célula NK mediante un &cido nucleico inmunoestimulante de
cualquicra de las reivindicaciones 1 a 68, en una cantidad suficiente para activar la
célula NK.

75.  Un método pam tratar una infeccién que comprende administrar a un
sujeto qui: tiene o estd en riesgo de desarrollar una infeccidn un dcido nucleico
inmunoestimulante de cualquiera de las reivindicaciones 1-68, en una cantidad eficaz
para tratar o prevenir [a infeccidn.

76.  El método de la reivindicacidn 75, donde el sujeto tiene o estd en riesgo
de desarrollar una infeccion, la cual puede ser de tipo virica, bacteriana, micética o

parasitaria.

AN
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77.  El método de la reivindicacién 75, donde el sujeto ticne o estd en riesgo
de desarrollar una infeccién virica producida por un virus que puede ser el virus de la
hepatitis B (HBYV), el virus de la hepatitis C (HCV), el citomegalovirus (CMV), el virus
de Epstein-Barr (EBV), el pupilomavirus, el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) o el virus del herpes simple (HSV).

78.  El método de la reivindicacién 75, donde el sujeto tiene o esté en riesgo
de desarrollar una infeccién bacteriana causada por una especie de bacteria que puede
ser Leishmania, Listeria o Anthrax.

79.  Un método para tratar una afeccion alérgica que comprende administrar a
un sujeto que tiene o estd en riesgo de desarrollar una afeccién alérgica un &cido
nucleico inmunoestimulante de cualquiera de las reivindicaciones | a 68, en una
cantidad eficaz para tratar o prevenir una afeccion alérgica.

80. Elmétodo de la reivindicacion 79, donde la afeccion alérgica s asma
alérgico.

81.  Unméiodo para tratar el cdncer que comprende administirar a un sujeto
que tiene o esth en riesgo de desarrollar un céner un &cido nucleico inmunoestimulante

de cualquicra de las reivindicaciones | a 68, en una cantidad eficaz para tratar o

prevenir el cdncer.,

82. El método de la reivindicacion 81, donde el cdncer se escoge entre
carcinoma basocelular, céncer de vias biliares, cdncer de vejiga, céncer de huesos,
céncer de cerebro y de sistema nervioso central, cdncer de mama, cancer de cuello
uterino, coriocarcinoma, céncer de colon y de recto, cdncer de tejido conjuntivo, cdncer
de aparato digestivo, cdncer de endometrio, cdncer de esdfago, cdncer de ojo, cdncer de
cabeza y cuello, céncer géstrico, neoplasma intraepitelial, céncer de rifién, cdncer de
laringe, leucemia, cncer de higado, cdncer de pulmén, linfoma, incluyendo linfoma de
Hodgkin y no de Hodgkin, melanoma, micloma, neuroblastoma, céncer de cavidad oral,
céncer de ovario, cincer de pdncreas, cdncer de pristata, retinoblastoma,
rabdomiosarcoma, céncer rectal, cincer de rifién, cincer de aparato respiratorio,
sarcoma, cdncer de piel, cincer de estémago, cincer de testiculo, céncer de tiroides,
céincer uterino, céincer de aparato urinario, u otros carcinomas y sarcomas.

83. E! método de la reivindicacion 81, donde el céncer es un céncer sensible
al tratamiento con interfertn alfa (IFN-a).
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8. El método de la reivindicacion 83, donde el cncer sensible al - | q
tratamiento con IFN-a se escoge entre tricoleucemia, leucemia micldgena cronica,
leucemia de linfocitos T cutinea, micloma maltiple, linfoma folicular, melanoma
maligno, carcinoma de células escamosas, sarcoma de Kaposi relacionado con el SIDA,
carcinoma de células renales, carcinoma de préstatn,.displasia cervical o carcinoma de
colon. -

85.  El uso de un dcido nucleico inmunoestimulante de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 68 para fabricar un medicamento para usar en el tratamiento de una
infeccion.

86.  El uso de un cido nucleico inmunoestimulante de cualquiera de las
reivindicaciones | a 68 para fabricar un medicamento para usar en el tratamiento de una
afeccion alérgica.

El uso de un écido nucleico inmunoestimulante de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 68 para fabricar un medicamento para usar en el tratamiento del
asma aérgico ' -

uso dc un 4cido nucleico inmunoestimulante de cualquicra de las
reivindicaciones | a 68 para fabricar un medicamento para usar en el tratamiento del

céncer.
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LISTADOS DE SECUENCIAS

<110> Coley Phamaceutical GMBH
Coley Pharmaceutical Group, Inc.
<120> ANALOGOS NUCLEOTIDOS CLASE C CON POTENCIA
INMUNOESTIMULANTE MEJORADA
<130> C1041.70034W000
<150> USs 60/516,913
<150> 2003-10-30
<160> 69
<170> PatentIn versién 3.2
<210> 1
<211> 12
<212> ADN
<213>  Secuencia artificial '
<220>
<223> Oligonucledtido sintético
<400> 1l
caatatttat 12
<210> 2
<211> 11
<212> ADN
<213> Secuencla artificial
<220> :
<223> Oligonucleétido sintético '
<400> 2
ccgttttgtg g 11
<210> 3
<211> 13
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido aintético
<400> 3
cggegeegtg ccg 13
<210> 4
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<211> 14

<212< ADN

<213> Secuencla artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 4

cggcgeccgtt gccg 14
<210> 5

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<220>

<221> modified base [base modificada]
<222> {6)..(7)

<223> nucleétido abéisico

<220>

<221> misc_feature [caracteristicas varias]
<222> (6)..1(7)

<223> nesa,c,g,ot

<400>» 5

cggcgnncgc cg 12
<210> 6

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencia artificlal

<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<220>

<221> modified base [base modificada)
<222> (6)..(8)

<223> nucledtido abasico

<220> misc_feature [caracteristicas varias]
<222> (6)..(8B)

<223> ne a, ¢, g, ot

<400> 6

cggcgnnntg ccg 13

PCT/US2004/036240
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<210> 7

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<220>

<221> modified base [base modificada]
<222> {7)..(8)

<223> nucleétido abésico

<220>

<221> misc_feature [caracterfsticas varias)
<222> (7)..(0)

<€223> nesa,c,qg, ot

<400> 7

cggcggnnce gccg 14
<210> 8

<211>» 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
_<400> 8

cggcgtegec gocg 14
<21> 9

<211> 13

<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<220>

<223> Oligonuclebtido sintético
<400> 9

cggcgtcgtg cg 13
<210> 10

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Oligonucleétido sintético

<400> 10

cgtcgacggg acggg 15
<210> 11

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> .

<223> Oligonucledbtido sintético
<400> 11

cgtcgacgtg acggg 15
<210> 12

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

>223> Oligonucleétido sintético
<400> 12

gagagttggg ctctc 15
<210> i3

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 13

ggcgcgetge cg 12
<210> 14

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 14

gtcgaggagg t 11

PCT/US2004/036240



WO 20054042018

<210> 15

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<220>

>221> modifled base [base modificada]
<222> (6Y..(7)

<223> nucledtido abasico

<220>

<221> misc feature {caracteristicas varias]
€<222> (6)..(7)

<223> nesa,c g,ot

<400> 15

taatanntat ta 12
<210> 16

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>» Oligonucleétido sintético
<400> 16

taatatccat ta 12
<210> 17

<211> 12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 17

taatatttat ta 12
<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

-5-
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<400> 18

tccaggactt ctctecaggtt

<210> 19

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 19

tcgacgtcga 10
<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencla artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 20

tcgacgtcega ccgttttgtg g 21
<210> 21

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 21

tcgacgtcga cgggacggg 19
<210> 22

<211> 19

<212> ADN

<213>» Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 22

tgacgtcga cgtgacggg 19
<210> 23

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<220>
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<223> Oligonucledtido sintético

<400> 23
tgacgtcga gagttgggct ctc . 23
<210> 24
<211> 18

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 24

tgacgtega gcgaaget 18
<210> 25

<211> 16

<212> ADN
<213 Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 25

tgacgtcga ggaggt 16
<210> 26

<211> 10

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 26

tgcgacgtt 10
<210> 27

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial_
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 27

tgcgacgtt cggcgegetg ceg 23
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<210> 28

<211> 23 .

<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 28
tgcgacgtt cggecgegteg ceg

<210> 29
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencla artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 29
tcgcgacgtt cggcggetcg ccg

<210> 30
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuenclia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 30
tcgegtegtt cggcgecgetg ccg

<210> 31
<211> 23
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleédtido sintético

<400> 3
tcgegtcgtt cggegegteg ceg

<210> 32
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

PFCT/US2004/036240

23

23

23

23



WO 2005/042018

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 32
tegegtegtt cggecggeteg ccg

<210> 33

<211> 23

<212> BADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> k|

tcggecgecgt gecgtogteg ttt

<210> 34

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencla artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 34

tcgtegacga 10
<210> 35

<211> 24

‘€212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonuclettido sintético

<400> 35
tcgtcgeccg gecgacgcegt gecg

<210> 36

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 36
tcgtcgettt gcgacgecegt geceg

<210> 37

23

23

24

24

PCT/US2004/036240
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<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> modified base [base modificada
<222> (9)..{10) .
<223> nucledtido abasico

<220>

<221>  misc_feature [caracterfisticas varias)
<222> {9)..(10)

<223> nesa, ¢, g, ot

<400> 37

tcgtcgtinn acggcgececgt gecg 24
<210> 3s

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> modified base [base modificada]
<222> (9)..(10)

<223> nucledtido abédsico

<220>»

<221> misc_feature [caracteristicas varias}
<222> {9)..(10)

<223> nesa, c, g, ot

<220>

<221> nmodified_base [base modificada]
<222> {17}..(19)

<223> nucleétido abdsico

<220>

<221> misc_feature [caracteristicas varias]
<222> (17)..1(19)

<223> nea, c, g, ot

<400> 38

tcgtegttnn acggegnnnt gccg 24

-10-
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<210> 39
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> m-iac_feature [caracteristicas varias]
<222> (9)..(10)
<223> nucledtido abidsico

<220>

<221> misc_feature [caracteristicas varias]
<222>  (9)..(10) '

<223> nea,c, g,ot

<400> 39

tcgtcgttnn cggcgeggcg ccg 23
<210> 40

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencla artificial
<220>

<223> Oligonucleétido sintético
<400> 40

tegtegtttt 10
<210> 41

<211> 11

<212> ADN
<213> Secuenclia artificial

<220>

<223> Oligonuclebétido aintético
<400> 41

tcgtegtttt a 11
<210> 42

<211> . 24

<21i2> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
-11-
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<223> Oligonucleédtido sintético

<400> 42

tcgtcgtttt acgacgeegt gceg 24
<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 43

tcgtcgtttt acggcgecegt gocg 24
<210> 44

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonuclebétido sintético

<400> 44

tcgtegtttt acggegeccgt tgecg 25
<210> 45

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> .
<223> Oligonucleédtido sintético

<220> ]
<221> misc_feature [caracteristicas varias]
<222> (17} ..{19)

<223> nucleétido abésico

<220>

<221> misc_feature [caracteristicas varias)
<222> {17)..(19)

<223> nesa,c, g, ot

<490> 45
tegtecgtttt acggegnnnt gecg 24
<210> 46

-12-
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 46

tcgtegtttt acggegtcege g

<210> 47
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<220>
<223> Oligonuclebdtido sintético

<400> 47
tcgtcgtttt acggcgtege gecg

<210> 48
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220> _
<223> Oligonucleétido sintético

<400> 48
tcgtcgtttt acggegtegt gecg

<210> 49
<211> 24
<212>  ADN

<213> Secuencia artificial

<220> ]
<223> Oligonucleéttido sintético

<400> 49
tcgtcgtttt acggcgtttt geccg

<210> 50
<211> 22
<212> ADN '

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético

-13-
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<400> 50

tcgtcgtttt caatatttat tg 22
<210> 51

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencila artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 51

tcgtecgtttt cggcgcgege cg 22
<210> 52

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<220>

<221> misc_feature [caracteristicas varias)
<222> {16)..(17)

<223> nucledétido abésico

<220>

<221> misc_feature [caracteristicas varias]
<222> (16)..(17)

<223> nesa,c g,ot

<400> 52

tcgtcegtttt cggegnncgc cg . 22
<210> 53

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencila artificlal

<220>

<223> Oligonucleédtido sintético

<400> 53

tegtcgtttt cggcggccge cg 22
<210> 54

<211> 24

-14-
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<212> ADN
<213> ' Secuencla artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<220>
<221> modified base [base modificada]

<222> {17)..(18)
<223> nucleédtido abésico

<220>

PCT/US2004/036240

<221> misc feature [caracteristicas varias]

<222>  (17)..(18)
<223> nesa,c, g, ot

<400> 54
tcgtegtttt cggeggnnece gecg

<210> 55
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencila artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 55
tcgtegtttt cggegtcgee gecg

<210> 56
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleé6tido saintético

<400> S6
tcgtcgtttt gtegttttgt cgtt

<210> 57
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Dligonucledtido sintético

-15-
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<220>

<221> modified base [base modificadal]
<222> (16) .. (17)

<223> nucledtido abasico

<220>

<221> misc_feature [caracteristicas varias)

<222> (16)..(17)
<223> nesa,c, g,ot

<400> 57
tcgtegtttt taatanntat ta
<210> 58
<211> 22

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 58

tcgtegtttt taatatccat ta

<210> 59

<211> 22

<212> ADN .

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 39

tegtegtttt taatatttat ta

<210> 60

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 60

tgctgectttt gtgecttttgt gctt

<210> 61

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencla artificial
-16-

22

22

22

24
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<220>

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 61

tcgacgtcga cgtgacg

<210> 62

<211> 19

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonuclebétido sintético

<400> 62
tcgacgtcga cgtgacgtg

<2I0> 63
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 63
tcgacgtcga cgtgacgtt

<210> 64
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<400> 64
tcgtegacga tcggcgecgt gocg

<210> 65
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencla artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 65
tcgtcgacgt tcggegecgt gecg

<210> 66
-17-

17

19

19

24

24
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

21
ADN
Secuencila artificial

Oligonucledtido sintético -

tcgtcgtacg gcgeecgtgee g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

67

22

ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

67

tcgtecgttac ggegeegtge cg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

68

24

ADN

Secuencia artificial

Oligonucleétido sintético

tcegtegttta cggcgeoecgtg ccgt

<210> 69

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220> .

<223> Oligonucledtido sintético
<400> 69

tcgecgtegtt

21

22

24

PCT/US2004/036240
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WRITTEN OPINION OF THE International appiication (%)
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAUS2004036240\ \ -

Box No.| Basis ol the opinion

1. With regand to the language, this opinion has been established on the basis of the international application In
the language in which it was filed, uniess otherwise indicated under this tem.

O This opinion has been established on the basia of a translation from the original language into the fallowing
language , which is the language of a transiation furnished for the purposes of intemational search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard 10 any nuclectide andor amino acid sequence disclosed in the intemational appiication and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
B asequencs listing
O table(s) related o the sequence listing

b. format of material:
B  in written format

O B in computer readable form

¢. time of filingfumishing:
E contained in the intemational application as filed.
& fied together with the international application in computer readable form.
(] Mmie_hodnuboemenﬂymmh Authority for the purposes of search.

3. O In addiion, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table refating thereto
has been flled or fumished, the required statements that the information in the subsequent or additional

copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as fllad, as
appropriate, were fumished.

4, Additional comments:

Box No. )l Priority

. B The validity of the priority claim has not been considered becauuhelmmaﬁonals.amhlngmnnﬂom
does not have in ite poasession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or,
required, a transiation of that earller application. This opinion has nevertheless been astablished on the
assumption that the relevant date (Rules 43bis.1 and 64.1) is the claimed priority date.

2. 0 This opinion has been esteblished as ¥ no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found invalid (Audes 43bis.1 and 64.1). Thus for the purpoees of this opinion, the intemational
filing date indicated above is considered to be the relevant dats.

3. Additional observations, if necessary:

@

Form PCTASA/ 237 (Junuary 2004)
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WRITTEN PINION OF THE Interational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAJS2004036240

Box No. Il Non-esiablishment of opinion with regard to noveRy, inventive step and Industrial
appiicabliity

The questions whether the claimed invention appears 1o be novel, 1o involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrislly applicable have not been examined in respect of:

O the entire intemational application,
X claims Nos. 71-84, with respect to industrial applicability,
because:

B the said international application, or the said claims Nos. 71-84, with respect to industrial applicability,
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination

(specify):
soe separate shoet

O the description, claims or drawings (Indicate particular elemenis below) or aakd clams Nos.  are so
unclear that no meaningful opinion could be formed (specify):

O the claims, or said claims Nos. are 8o inadequately supported by the dascription that no meaningfut opinion
O could be formed.

B no intemational search report has been established for the whole appiication or for said claims Nos.

O the nucleotide andbr amino ackl sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O nhas not been fumished

O does not comply with the standard
the computer readable form  [J  has not been fumished

D does not comply with the standard

0 the tables related to the nucieotide andibr amino acid sequence listing, ¥ in computar readabie form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-big of the Adminisirative Instructions.

O See separate sheet for further detalls

Form PCTISA/ 237 (Jarwary 2004)

el 2T o S A A o 2D mpm v eyt 5 o e el S AR r e i 1R T B Soapn, o 2 v s e e S S S I A R A e T AR T T T TSR A A A B



WRITTEN OPINION FTHE

e

INTERNAT! NAL SEARCHING AUTH RITY PCTAJS2004/036240
Box No.V MMMUMRubﬂmuaxl)mm‘b novelity, inventive step or
industrial applicabliity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novalty (N) Yes: Claims 3, 18-22, 27, 28, 30-41, 44, 47-49, 60, 62-67

No: Claims 1,2, 417, 23-28, 29, 42, 43, 45, 46, 50-59, 61, 60-88
inventive step (IS) Yea: Claims 3, 18-22, 27, 28, 30-41, 49, 60, 62-87

No: Claims 1, 2,4-17, 23-26, 29, 42-48, 50-589, 61, 69-88
Industrial applicabllity (IA) Yes: Claims 1-70, 85-88

No: Claims

2. Ciations and explanations

see seperaie

Box No. V1 Cortaln documents ciied

1. Certain published documents (Ruiss 43bis.1 and 70.10)

and /or

2. Non-wriltten disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)

soe form 210

Box No. Vil

Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, deacription, and drawings or on the question wheather the
ctaims are fully supported by the deacription, are made:

see separste

sheet

Form PCTASA/ 237 (Junuary 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE imemationalapplcatonNg!
INTERNATI NAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/036240

Reference is made to the following document:

D1: WO 03/015711 A (COLEY PHARMACEUTICAL GROUP, INC. (US); COLEY
PHARMACEUTICAL GMBH (DE); UNIVERSITY OF IOWA RESEARCH
FOUNDATION (US); KRIEG A.M.; VOLLMER J.; ULHMAN E.) 27 February 2003.

Reltam|
Basis of the report

In present set of claims, some claim numbers (84 and 85) are used twice (see claims on
pages 77 and 78). In order to avoid any ambiguity, it was assigned to the later claims with
the same number, a number one greater than the highest claim number of the application
as filed. Therefore, " second * claim 84 on page 78, lines 1-2 was renumbered as claim 87,
and " second " claim 85, on page 78, lines 4-5 was renumbered as claim 88.

Ba item Il
Non-astablishment of opinion with regard to novelty, Inventive step and industrial

applicabliity

Claims 71-84 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4){(a)(l) PCT).

Form PCTASA/237 (Separaie Sheet) (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION FTHE intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/036240
Re item V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial applicablilty;
citations and explanations supporting such statement

1). Document D1 discloses compositions, products, methods and uses falling within the
scope of claims 1, 2, 4-17, 23-26, 29, 42, 43, 45, 46, 50-59, 61 and 69-88 (D1: pages
2-7, 13, examples, claim 48, ODN 2395, ODN 20179, and other relevant passages
throughout the entire document; in particular, compare D1: page 13, line 4, with
present application: page 20, line 11 (relevant for present claim 6), see also D1: page
11, line 11 (relevant for present claims 7-9) ).

O In this respect, it should be remarked that the wording of the claims does not allow to
distinguish the matter for which protection is sought from the disclosure of D1.
indeed, as an example, the definition of S,, S,, S, (see also page 22) is such that
even a nomal inter-nucleotidic bond wold fall under their scope.

The subject-matter of claims 1, 2, 4-17, 23-26, 29, 42, 43, 45, 46, 50-59, 61 and
69-88 is therefore not novel (Article 33(2) PCT).

2). Claims 3, 18-22, 27, 28, 30-41, 44, 47-49, 60 and 62-67 meet the requirements of
Article 33(2) PCT because their subject-matter was not disclosed in the available
prior art.

3). Claims 44, 47 and 48 do not meet the requirements of Article 33(3) PCT because,
starting from the teaching of D1 (see in particular also pages 16-17), the subject-

matter of these claims comes within the scope of the customary practice followed by
the person skilled in the art, especially as the advantages thus achieved can readily

Form PCTASA/Z237 (Separate Sheet) {(Sheet 2) (EPO-January 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/AUS2004/036240
be foreseen.

4). Claims 3, 18-22, 27, 28, 30-41, 49, 680 and 62-67 meet the requirements of Arlicle
33(3) PCT because, starting from the teaching of D1, the person skilled in the art
would have not arrived at a result falling within the terms of these claims without
intervention of any inventive skill.

5). The industrial applicability of the subject-matter of claims 1-70 and 85-88 is
acknowledged (Article 33(4) PCT).

6). Forthe assessment of the present claims 71-84 on the question whether they are
6 industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to
the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound.
for the manufacture of a medicament for 2 new medical treatment.

Ra ltem V]
Certain documents cited
@ Cerntain published documents
Agplication No Publication date Flling dabe Priority cte (vl claimy
Patent No cluy/moratvyaar) {dmymenthyear) {claimontivyear)

Form PCTASA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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WRITTEN PINION OF THE international amlclbnk

INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/US2004/036240
WO 2004/039829 13 May 2004 29 October 2003 20 October 2002

WO 2004/016805 26 February 2004 19 August 2003 19/08/02 27/11/02
14/02/03

Re item Vil
Certain observations on the Intemmational application

7). Present set of claims relates to an extremely large number of possible compounds. In
@ fact, the claims contain so many options, variables, possible permutations and
provisos that a lack of clarity (and conciseness) within the meaning of Article 6 PCT
arises to such an extent as to render a meaningful and complete comparison
between the matter for which protection is sought and the disclosure in the prior art
impossible.

Form PCT/SA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-January 2004)
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This Inkinational Search Repot has not basn ssiahizhad in apepect of canain claims under Articia 17(Z)(a) lor the IaEowWing Masons:

1. m Claime Nos.:
because they relaié 1o subject matisr not required to be searched by tis Authority, namely:
Although claims 71-84 are directed to a wethod of treatment of the

human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. D Claima Nos.:
booauss thay rolals io parts of #w inlermnalional Applcasion that do not comply with the préscribed requiremants 1o such
an exiont that no meaninglul Insmational Search can b carviad out, spaciicaly:

3 DMM
bacause thoy &re dapandent ciaims and 4% not drafiad In aocordance with The sscond &nd tird sarmiancas of Fate 8.4(a).

Box Bl Obsarvations where unity of invention is lacking (Continuation of Rem 3 of first sheet)

ST ATRTETLT L

This intamational Searching Authority found mulipie invaniions in this nismational application, as folows:
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sawrchable claims,
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WWMMIhmumﬂmmm

4, D No recuired adriitional search fees ware timaly paid by the applicant. Conseguenty, this inlemnatonal Saarch Raport is
matriciad 0 the invention irst menSoned in tha claimas; R Is covered :
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Delegatura de Propledad Industrial

Dlvlslcn de Nuevas cruclonos

REQUlSITOS NECESARIOS PARA PRESENT, ACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE

PATENTE DE INVENCION (2" MODELO DE UTILIDAD ()

<Indicacién de que se solicita la concesién de una p:hnh./

-Datos de kientificacién del solicitants o de la persona que ss I
prasenta la solicitud,
-Duedpdon de la Invenclén.

-Dibujos de ser estos pertinentes. /L¢7

Comprobants de Pago de las tasas establecidas. e

COMPLETA () INCOMPLETA { )

" DISERO INDUSTRIAL ( )

-Indicacién de que se volicita el registro de Disefio Industrial.
-Datos de Idantificacién del solicitante o de Ja parsona que se
presenta la solicitud,

-Represantacién grifica y Mogrlﬂu del Disefio industrial o muuln
del Material que Incorpora of disefo.

<Comprabants de Pago da las tasas establecidas.

COMPLETA () . INCOMPLETA ( ).

ESQUEMA DE TRAZADO ( )

«ndicacion de que sa sclicia el registro de Disefio Industrial.

-Datos de identificacién del soiicitants o de la persona que se
presenta fa sollcttud.

-Rapresentacién grifica de! Esquema Trazado.

~Comprobants de Pago de las tasas establecidas.
s .

COMPLETA  ( ) INGOMBLETA ( )

Firma Rssponssble:
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REPUBLICA DE COLOMBIA
BUPERINTENDENCIA DE INDUBTRIA Y COMERCI
Bogoti,
2020
Doctor (a)

OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO

REFERENCIA Radicacidn No. 6 50574 (
Bolicitud internacional US2004/036240
Fecha inicio fase naclomal 30/05/2006

Trimite 11

Evento . a7s8

Actuacién 430 .
oficio Wo. R R 7 1114

Como resultado del examen de forma, realizado com fundamento en el articulo 38 des
la Decisifn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacifm en Materia- de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercic, se le commica que:

1. El golicitante deberi aclarar el capitulo reivindicatorio, por cuanto el
presentado en el idioma original no coincide en niimero com la traduccifén fase
nacional

2. La golicitud no contliene 1la coplia del documentoc en gque comsta la cesiém del

derechn a la patente del inventor al solicitante o a su causante. {Art. 26-k)
Decieién 486. .

3. Ia -oliql.tud no countiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos ‘exigidos por loa articulos 63 y subsigulentes del CSdige de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representacifn legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fusre
paracna juridica.

En cumplimiento de lo dispussto por el articulc 39 de la Decisifm 486, se le
requiere para’ que dentro ‘del té#rmino de dos meses giguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de. no dar cl.mpli ato al presente requerimiento, la solicitud se

El antérior requerimierto ' fue notificado por fijaciém en 1lista de



